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PatentansprOche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Verfahren folgende Schritte umfasst: 

a) Einbringen einer Nukleinsauresequenz. die f Qr ein Tfireonin-abbauendes Pro- 
tein codiert, oder 

b) Einbringen einer Nukieinsfluresequenz, die den Tiireoninabbau in den trans- 
genen Organismen erh5ht und 

c) Expression einer unter (a) Oder (b) genannten Nukleinsauresequenz im 
transgenen Organismus. 

2. Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen nach An- 
spruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass im Verfahrensschritl (a) gemafl Anspruch 1 ei- 
ne Nukleinsauresequenz eingebracht wird, die ausgewahit ist aus der Gmppe der Nuk- 
leinsauresequenzen: 

I) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Sequenz; 

ii) einer Nukleinsauresequenz. die aufgrund des degenerierten genetlschen Codes 
durch RQckQbersetzung der in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenz 
erhaiten wird und 

ill) eines Derivats der In SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsauresequenz, die fur 
Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenz codiert 
und mindestens 50 % Homologie auf Aminosaureebene aufwelsen, ohne dass 
die bioioglsche Aktivltat der Polypeptide wesentllch reduziert 1st. 

3. Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen nach An- 
spruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass im Verfahrensschritl (a) gemaB Anspruch 1 el- 
ne Nukleinsauresequenz eingebracht wird, die ausgewahit Ist aus der Gruppe der Nuk- 
ieinsauresequenzen: 

I) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten genetlschen 
Codes durch RQckQbersetzung der In SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID 
NO: 5. SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 oder SEQ 
ID NO: 10 dargestellten Aminosauresequenz erhaiten wird; 

II) eines Derivats der Nukleinsauresequenz, die durch RQckQbersetzung der In 
SEQ ID NO: 3. SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SB3 ID NO: 7. 
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 Oder SEQ ID NO: 10 dargestellten Aminosaure- 
sequenz erhaiten wird und welche mindestens 70 % Homologie auf Aminosau- 
reebene zu den vorgenannten Amlnosauresequenzen aufwelst, ohne dass die 
blologische Aktivltat der Polypeptide wesentllch reduziert Ist. 
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4. Verfahren zur Herstellung von AminosSuren in transgenen Organismen nach den An- 
spruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet. dass der transgene Organlsmus nach Eln- 
bringen und Expression der Nukleinsflure kuWviert und geemtet wird. 

5. Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen nach den An- 
spruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die AminosSure aus dem Organlsmus 
Oder dem Kultumiedium oderdem Organlsmus und dem Kultunmedium Isoliertwird. 

6. Verfahren zur Herstellung von AminosSuren In transgenen Organismen nach den An- 
sprQchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminosaure ausgewflhlt 1st aus der 
Gruppe Methionin, Homoserin und Lysin. 

7. Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen nach den An- 
sprQchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um die essentielie Aminosfture 
Methionin handelt. 

8. Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen nach den An- 
sprQchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem transgenen Organls- 
mus um elnen MIkroorganismus oder um eine Pfianze handelt. 

9. Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen nach den An- 
sprQchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem transgenen Organls- 
mus um elnen MIkroorganismus ausgewShit aus der Gruppe der Gattungen Corynebac- 
terium, Brevibacterium, Escherichia, Bacillus, Rhodotoruia, Hansenula, Schlzosaccha- 
romyces, Saccharomyces, Candida, Claviceps oder Flavobacterium handelt. 

10. Verfahren zur Herstellung von AminosSuren in transgenen Organismen nach den An- 
spruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem transgenen Organis- 
mus um eine Pfianze ausgewahit aus der Gruppe der Nutzpflanzen handelt. 

1 1 . Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen nach Anspruch 
10, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem transgenen Organlsmus um eine 
Pfianze ausgewahit aus der Gruppe der Erdnuss, Raps, Canola, Sonnenblume, Saff lor 
(Farberdlstel), Olive, Sesam, Haselnuss, Mandel, Avocado, Lorbeer. KQrbIs, Salat, Lein. 
Soja, PIstazien, Bonretsch, Mais, Welzen, Roggen, Hafer, HIrse, Triticale. Rels, Gerste, 
Maniok, Kartoffel, ZuckerrQbe, Futterrube, Aubergine, Tomate, Erbse, Alfaalfa sowie 
ausdauernde Gr§ser und Futterfeldfruchte handelt. 

12. Verfahren zur Herstellung von Amlnosfiuren In transgenen Organismen nach den An- 
spruchen 1 bis 11 . dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauresequenz aus einem 
Eukaryont stammt. 

13. Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen nach den An- 
sprQchen 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauresequenz aus der 
Gattung Saccharomyces stammt. 
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14. Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen nach den An- 
sprQchen 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die NuklelnsSuresequenz zum Eln- 
bringen und zur Expression In ein Nuklelnsaurekonstrukt oder einen Vektor eingebaut 
wird. 

1 5. Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen nach den An- 
sprOchen 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass zusfitzlich Biosynthesegene der im 
Verfahren hergestellten Aminosaure In den Organismus elngebracht warden. 

1 6. Nuklelnsaurekonstrukt enthaltend eine Nuklelnsauresequenz gemSB Anspruch 2 oder 3, 
die funktioneil mit einem oder mehreren Reguiatlonssignalen verknupft 1st. 

17. Vektor enthaltend eine Nuklelnsauresequenz gemaB Anspruch 2 oder 3 oder ein Nuk- 
leinsaurekonstrukt gemaB Anspruch 1 6. 

1 8. Transgener prokaryontischer oder eukaryontischer Organism us enthaltend mindestens 
eine Nuklelnsauresequenz gemSB Anspruch 2 oder 3 oder mindestens ein Nuklelnsau- 
rekonstrukt gemaB Anspruch 16 oder mindestens einen Vektor gemdB Anspruch 17. 

19. Transgener prokaryontischer oder eukaryontischer Organismus nach Anspruch 18, wo- 
bei es sich um einen Mikroorganismus oder um eine Pflanze handelt. 

20. Transgener prokaryontischer oder eukaryontischer Organismus nach Anspruch 1 9, wo- 
bei es sich um einen Mikroorganismus der Gattung Corynebacterium oder Brevibacteri- 
um handelt. 

21 . Transgener prokaryontischer oder eukaryontischer Organismus nach Anspruch 1 9, wo- 
bei es sich um eine Pflanze ausgewShit aus der Gruppe der Gattung der Erdnuss, 
Raps, Ganola, Sonnenblume, Safflor (Farberdistei), Olive, Sesam, Haseinuss, Mandel, 
Avocado, Lorbeer, KQrbis, Salat, Lain, Soja, Pistazlen, Borretsch, Mais, Weizen, Rog- 
gen, Hafer. Hirse, Trlticale, Reis. Gerste, Maniok, Kartoffel, ZuckerrObe, Futtenrube, Au- 
bergine, Tomate, Erbse, Alfaalfa sowie ausdauernde Graser und Futterfeldf ruchte han- 
delt. 

22. Verwendung der transgenen Organismen gemSB den AnsprQchen 18 bis 21 oder einer 
AminsSure hergestellt nach einem Verfahren gemaS den AnsprQchen 1 bis 15 zur Her- 
stellung eines Futtermittei- Oder Nahrungsmittel, zur Herstellung von Kosmetika oder 
Pharmazeutlka. 

23. AminosSuresequenz ausgewahit aus der Gruppe der Sequenzen SEQ ID NO: 3, SEQ 
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8. SEQ ID NO: 9 
Oder SEQ ID NO: 10. 
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Verfahren zur Herstellung von AminosSuren 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eln Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen 
Organlsmen. 

Weiterhin betrifft die Erfindung Nuklelnsaurekonstrukte. Vektoren und transgene Organlsmen 
sowie deren Venvendung. 

Aminosauren Widen die grundlegende Strnktureinheit sSmtllcher Proteine und sind somlt fQr die 
nomiale Zeilfunktionen essentiell. Der Begrlff -AminosSure" ist im Fachgebiet bekannt. Die 
proteinogenen Aminos&uren. von denen es 20 Arten gibt. dienen ais Struktureinhelten fQr 
Proteine. in denen sie Qber Peptidbindungen miteinander verknQpft sind. wohingegen die nicht- 
proteinogenen Aminosauren (von denen Hunderte bekannt sind) gew6hnllch nicht in Proteinen 
vorkommen [siehe Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry. Bd. A2. S. 57-97 VCH: 
Weinheim (1985)]. Die Aminosauren kOnnen in der D- Oder L-Konfiguration vorilegen, obwohl L- 
Aminosauren gewShnltoh der einzige Typ sind. den man in natQrIich vorkommenden Proteinen 
vorfindet Btosynthese- und Abbauwege von Jeder der 20 proteinogenen Aminosauren sind so- 
wohl bel prokaryotlschen als auch eukaryotischen Zellen gut charakterisiert (siehe bspw. Stryer. 
L Btochemistry. 3. Auftage. S. 578-590 (1988)). Die "essentiellen" Aminosauren (Histidin. Iso- 
leucin. Leucin. Lysin. Methionin. Phenyiaianin. Threonin. Tryptophan und Valin). so bezelchnet, 
da sie aufgrund der Komplexitat ihrer Biosynthese mit der Ernahrung aufgenommen werden 
mQssen. werden durch einfache Biosynthesewege in die Qbrlgen 11 "nlchtessentiellen" Amino- 
sauren (Alanin. Arginin, Asparagln, Asparaginsaure. Cystein. Glutamlnsaure. Glutamln. Glycln. 
Prolln. Serin und Tyrosin) umgewandeit H5here Here besitzen die FaWgkeit. einlge dieser Ami- 
nosauren zu synthetisleren, Jedoch mQssen die essentiellen Aminosauren mit der Nahrung auf- 
genommen werden, damit eine nomnale Protelnsynthese staltfindet 

Aminosauren werden in vielen Industriezweigen venwendet. einschiieBlloh der Nahrungsmittei-. 
Futtemiittel-. Kosmetik-. phamnazeutischen und chemischen Industrie. So wird L-GiutamlnsSure 
beispieiswelse in Infusionsiosungen venwendet. Aminosauren wie D:L-Methionln. L-Lysin oder L- 
Threonln werden In der Futtermlttellndustrle venvendet. Von besonderer Wichtlgkeit f Or die 
Emahning von Menschen und vielen Nutzlieren sind die essentiellen Aminosauren Vaiin, 
Uucin. isoleucin. Lysin. Threonin. Methionin. Tyrosin. Phenyiaianin und Tryptophan. So ist Lysin 
beispielweise nicht nur fQr die Ernahrung des Menschen eine wichtige Aminosaure, sondem 
auch fQr monogastrische Tiere, wie GefiQgel und Schweine. in Pfianzen. wie Mais oder Weizen. 
ist L-Lysin die limltierende Aminosaure. das heiBt urn eine optimale Ausnutzung derartlger 
Pflanzennahrung zu emidglichen. ist es sinnvoil die Nahrung oder das Futtermittel mit L-Lysin zu 
i supplementieren. Glutamat wird am haufigsten ais Qeschmacksadditiv (Mononalriumglutamat. 
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MSG) sowie weithin in der Nahrungsmittellndustrle verwendet. wie auch Aspartat. Pheny!a!anin. 
Glycin und Cystein. Glycin. L-Methlonin und Tryptophan warden sSmtllch In der pharm^uf - 
sin Industrie ven«,endet. Glutamin. Valln. Leuctn. Isoleucin. Histldln. Arginin. Prolm Ser. und 
Alanin warden In der pharmazeutischen Industrie und der Kosmetlklndustrie ven^ende^, Threo- 
nln Tryptophan und D-/L-Methlonin sind weitverbreltete Futtermftlelzusatze [Leuchtenberger. W. 
(1996) Amino acids - technical production and use. S. 466-502 in Rehm at al., (Hrsg.) 
Biotechnology Bd. 6. Kapitel 14a. VCH: Weinheiml. AuSerdem eignen sich AminosSuren fOr die 
chemischen Industrie als Vorstufen fOr die Synthese von synthetischen AminosSuren und 
Proteinen. wie N-Acetylcystein. S-Carboxymethyl-L-cystein. (S)-5-Hydroxytryptophan und 
anderen. in Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry. Bd. A2. S. 57-97. VCH. Welnhelm. 
1985 beschriebenen Substanzen eignen. 

Die Jahresprodulctlon von Aminosfiuren belSuft sich derzeit auf uber 1 Mio. t/a mit einem Marlrt- 
wert von Qber 2 Mrd. \iS-$. Ihre Produktion erfolgt heutzutage durch vier konkunierende Verfah- 
ren: 

1 . Extraktlon aus Proteinhydrx>lysalen beispleisweise von L-Cystln. L-Leucin oder L-Tyrosin. 

2. chemische Synthese beispleisweise von D.L-Methionin, 

3. Umwandlung chemischer Vorstufen Im Enzym- oder Zellreaktor beispleisweise L- 
Phenylalanin und 

4 fermentative Hersteliung mittels Anzucht von Bakterlen im GroBmaSstab. die entwickelt 
wurden. um grol3e Mengen des jeweils gewunschten IVloiekQIs zu produzleren und sezer- 
nieren. Ein fQr diesen Zweck besonders geeigneter Organlsmus 1st Corynebaclerlum glu- 
tamicum. der beispleisweise fQr die Hersteliung von L-Lysin oder L-GIutaminsaure 
venwendet wird. Weitere fermentativ hergestellte Aminosauren sInd beispleisweise L- 
Threonln, L-Tryptophan. L-Asparaglns§ure und L-Phenylalanin. 

Die Biosynthese der natQrilchen Aminosauren in Organismen, die sie produzieren kSnnen. 
bspw. Bakterien. ist gut charakterisiert worden [fQr einen Uberblick der bakterlellen Aminosaure- 
Biosynthese und ihrer Regulation, s. Umbarger. H.E. (1978) Ann. Rev. Biochem. 47: 533 - 606]. 
Glutaminsaure wird durch reduktive Aminierung von a-Ketoglutarat. eInem Zwischenprodukt Im 
Citronensaure-Zyklus. synthetislert. Glutamln. Prolln und Arginin warden jeweils nachelnander 
) aus Giutamal erzeugt Die Biosynthese von Serin erfolgt in eInem Drelschritt-Verfahi«n und 
beginnt mIt 3-Phosphoglyoerat (einem Zwischenprodukt bel der Qlykolyse). und ergibt nach 
OxWattons-. Transamlnierungs- und Hydrolyseschrltten diese Aminosaure. Cystein und Glycin 
werden jeweils aus Serin produzlert. und zwar die erstere durch Kondensatlon von Homocystein 
mil Serin, und die ietztera durch Obertragung des Seltenketten-p-Kohlenstoffatoms auf Tetra- 
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hydrofolat. in einer durch Serlntranshydroxymethylase kalalysierten Reaklion. PhenyJalanin und 
Tyrosin werden aus den Vorstufen des Glycolyse- und Pentosephosphatweges. Erythrose^- 
phosphat und Phosphoenolpyruvat in einem Q-Schritl-Biosyntheseweg synthetistert. der slch nur 
in den letzlen beiden Schritlen nach der Synthese von Prephenal unterscheidet. Tryptophan wird 
ebenfalls aus diesen beiden AusgangsmolekQlen produziert. jedoch erfolgt dessen Synthese in 
einem 11-Schritt-Weg. Tyrosin l§sst sich in einer durch Phenylalaninhydroxylase Icatalysierten 
Realctlon auch aus Phenyialanin herstelien. Aianln. Valin und Leucin sind jeweils Biosynthese- 
produkte aus Pyruvat. dem Endprodukt der Glykolyse. Asparaginsaure wlrd aus Oxalacetat. 
einem Zwlschenprodukt des Cltronensaure-Zyklus. gebildet. Asparagin. IVlethionin. Threonin und 
Lysin werden jeweils durch Umwandlung von AsparaginsSure produzlert. Isoleucin wird aus 
Threonin gebildet. In einem komplexen 9-Schritt-Weg erfolgt die Bildung von Histidin aus 5- 
Phosphoribosyl-1-pyrophosphat, einem akllvierten Zucker. 

Es isl bekannt. dass Aminosauren durch Femientation von StSmmen coryneformer Bakterien. 
insbesondere Corynebacterium glutamicum. hergestelit werden. Wegen der groBen Bedeutung 
5 wird st§ndig an der Verbesserung der bestehenden Herstellverfahren gearbeitet. Verfahrens- 
verbessemngen kdnnen fermentationstechnlsche IVlaBnahmen. wie zum Beispiel RQhrung und 
Versorgung mit Sauerstoff . oder die Zusammensetzung der N§hmiedien. wie zum Beispiel die 
Zuckerkonzentration wahrend der Femientation. oder die Auf arbeitung zum ProduW, belspleis- 
weise durch ionenaustauschchiomalographie. oder die intrinsischen Lelstungseigenschaften 
20 des IWIikroorganismus seibst betreffen. Auch Bakterien anderer Qatlungen wie Escherichia of 
Bacillus werden fQr die Hersteilung von Amlnosfiuren venwendet. 

Ober Stammselektion sind elne Reihe von MutantenstSmmen entwickeit worden. die ein Sorti- 
ment wQnschenswerter Verbindungen aus der Reihe der schwef elhaltlgen Felnchemikalien pro- 
duzieren. Zur Verbesserung der Lelstungseigenschaften dieser Mikroorganlsmen hinsichtlich 
25 der Produklion eines bestimmten IVtolekQIs werden Methoden der Mutagenese, Selektlon und 
Mutantenauswahl angewendet Dies ist jedoch eIn zeitaufwendiges und schwierlges Verfahren. 
EP-A-0 066 129 beschreibt belspielhaft eIn Verfahren zur Hersteilung von Threonin mit Coryne- 
bakterien. Entsprechende Verfahren wurden auch zur Hersteilung von Methlonin bearbeitet. Auf 
dlese Weise erhSIt man z.B. StSmme. die resistent gegen Antimetabolite, wie z. B. die Methio- 
30 nin-Analoga a-Methyl-iyflethionin. Ethionln, Norleucin. N-Acetylnorleucin, S-Trifluoromethyl- 

homocystein. 2-Amino-5-heprenoitsaure. Seleno-Methionin. Methloninsulfoximin. Methoxin. 1- 
Aminocyclopentan-Carboxylsaure oder auxotroph fur regulatorisch bedeutsame Metabolite sind 
und schwefelhaltige Felnchemikalien. wie z. B. L-Methionln. produzieren. Derartige zur Herstei- 
lung von Methlonin entwickelte Verfahren haben den Nachteil. dass sie fQr elne wirtschaftllche 
35 Nutzung zu geringe Ausbeuten aufwelsen und deshaib gegenOber der chemlschen Synthese 
nicht konkunrenzfahig sind. 
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von Zeh et al.(Plant Physiol.. Vol. 127. 2001: 792-802) wird elne Erh6hung des MethlonlngehaHs 
m Kartoffelpflanzen durch die Hemmung der Threonlnsynthase Qber die sogenannte Antisense- 
Technologie beschrieben. Dies fOhrl zu elner verrlngerten AlcHvitat der Threoninsynthase. ohne 
dass der ThreonlngehaH in den RIanzen reduzierl wird. Von Nachteii ist. dass diese Technolo- 
5 gie sehr Icompiex let und in einem technischen lytoBstab nicht Oder nur sehr schlecht verwendet 
werden kann. AuSerdem muss die Hemmung des Enzymalctivitat sehr differenziert erfolgen. da 
sonst eine Auxotrophle f Or die AminosSure auftritt und die Rianze nicht mehr wachst. 

seit einigen Jahren werden ebenfalls Methoden der rekombinanten DNA-TechnIk zur Stamm- 
verbesserung von L-Aminos§ure produzierender StSmme von Corynebacterium eingesetzl. 
10 indem man einzelne Amlnosaure-Blosynthesegene amplifiziert und die Auswirkung auf die Ami- 
nosaure-Produktton untersucht. 

Aminosauren. deren iVIenge den Protelnbiosynthesebedarf der Zelle Qbersteigt. kSnnen nicht 
gespeichert werden. und werden stattdessen abgebaut. so dass Zwischenprodukte f Qr die 
Haupt-Stoffwechselwege der Zelle bereitgesteilt werden [fOr einen Oberbiick siehe Stryer. L. 
15 Biochemistry. 3. Aufl. Kap. 21 "Amino Acid Degradation and the Urea Cycle"; S 495-516 (1988)1. 
Die Zelle Ist zwar in der Lage. unerwQnschte Aminosauren In nOtzllche Stoffwechsel- 
Zwischenprodukte umzuwandeln. jedoch ist die AmlnosaureprodukHon hinsichtlich der Energie. 
der VorstufenmolekQIe und der f Qr ihre Synthese nStigen Enzyme aufwendig. Es uben-ascht 
daher nicht. dass die Aminosaure-Biosynthese durch Feedback-Hemmung reguliert wird. wobei 
20 das Vorliegen einer bestimmten AminosSure Ihre eigene Produktion veriangsamt oder ganz 
beendet [fOr einen Oberbiick uber den Ruckkopplungs-Mechanismus bei AminosSure- 
Biosynthesewegen, siehe Stryer. L.. Biochemistry. 3. Aufl.. Kap. 24. "Biosynthesis of Amino Ac- 
ids and Heme", S. 575-600 (1988)]. Der AusstoB elner bestimmten Aminosaure wird daher 
durch die Menge dieser AminosSure In der Zelle eingeschrSnkt. 

25 Verbessemngen der ferrientativen Hersteliung von Feinchemikalien korrelieren in der Regel mit 
Verbesserungen von StoffflQssen und Ausbeuten. Wichtig dabei ist es. Zwischen- oder Endpro- 
dukthemmungen wichtiger Syntheseenzyme zu verhindem oder zu verringem. Ebenso ist es von 
Vortell. AbflQsse des Kohlenstoffflusses in ungewQnschte Produkte oder Seitenprodukte zu ver- 
hindem Oder zu verringem. 

30 Die essentlellen AminosSuren sind wie oben beschrieben f Qr den Menschen und viele Saugetie- 
re belsplelsweise fOr Nutztiere notwendig. L-Methionin ist dabei wichtig als Methylgruppen- 
UeferantfQr die Biosynthese z.B. von Cholin. Creatln. Adrenalin. Basen u. RNS u. DNS. Histidin 
sowie f Qr die Transmethylierung nach Bildung von S-Adenosyimethionin oder als Suif- 
hydrylgruppen-Lieferant fQr die Cysten-Bildung. 

35 L-Methlonin scheint auBerdem einen positlven Einf luss bei Depresslonen zu haben 
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Die Verbesserung der Qualitat von Nahrungs- und Futtermlttein 1st daher eine wlchtlge Aufgabe 
der Nahrungs- und Futtennittelindustrie. Dlese ist notwendlg. da belsplelswelse in Pflanzen A- 
minosauren wie L-Lysin und L-Tryptophan fOr die Versorgung von SSugetieren limitlerend s.nd. 
Besonders vortellhaft fOr die Qualitat von Nahmngs- und Futtermlttel 1st eine m6glichst ausge- 

5 wogene Aminosaurebalance. da ein hoher Oberschuss an elner AmlnosSure wie beisplelsweise 
L-Lysin ab einer bestimmten Konzentralion im Lebensmittel kelnen weiteren positiven Effekt auf 
die Venwertung des Lebensmittels hat. da andere Aminosauren plotzlich llmltierend werden. 
Eine weitere Steigerung der Qualitat 1st nur uber Zugabe welterer unter diesen Bedingungen 
limitlerenden Aminosauren moglich. So ist in wachsenden Schweinen zunftchst Lysin limttlerend. 

0 ist ausreichend Lysin im Futtermittel enthalten. so wird Threonin zur limitlerenden AmlnosauiB. 
Wird audi Threonin ausreichend zum Futtemiittel gegeben. so 1st als nachste Amlnosaure Tryp- 
tophan limltiert. FQr HQhner ist die Relhenfolge der ersten drei limitlerenden Aminosauren wie 
folgt: Methlonin. Lysin und dann Threonin. Dies zelgt. dass diese Aminosauren fOr eine optimale 
Emahrung wlchtige Funlcllon haben und In einem ausgewogenen Verhaitnls in der Nahrung 

5 vorliegen mOssen. 

Eine gezielte Gabe der limitlerenden Aminosaure in Form synthetischer Produide muss deshalb 
sehr vorslchtig vorgenommen werden. urn Amlnosaure-lmbalanzen zu vermelden. Durch Zuga- 
be einer essentiellen Aminosaure wird namiich die Protelnverdauung angeregt. was besonders 
IWiangelsltuallonen bei der in zweiter oder drltter Stelle limitlerenden Aminosaure hervon-ufen 
20 kann. 

So hat man bei FQtterungsversuchen beisplelsweise von Casein durch zusatzliche Gaben von 
IWlethlonin. das im Casein limitlert 1st. Leberverfettungen festgestellt, die erst nach zusalzlicher 
Gabe von Tryptophan behoben werden konnten. 

FQr eine hohe Nahrungs- und Futtermltlek|ualitat ist deshalb die Je nach Organlsmus ausgewo- 
25 gene Zugabe mehrerer Aminosauren notwendlg. Die vorgenannten femientativen sowie ande- 
ren Syntheseverfahren ermiSglichen in der Regel nur den Zugang zu einer einzelnen Aminosau- 
re. 

Es bestand daher die Aufgabe fOr die voriiegende Erflndung ein kostengQnstiges Verfahren zur 
Synthase von Aminosauren vortellhaft der essentiellen Aminosauren L-Lysln und L-iy4ethlonln zu 
30 entwfckein, die zu den zwei haufigsten limitlerenden Aminosauren gehdren. 

Diese Aufgabe wurde durch das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung von Aminosauren 
in transgenen Organismen dadurch gekennzelchnet. dass das Verfahren foigende Schrltle um- 
f asst geldst: 
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a) Einbringen elner NuWeinsauresequenz. die f Qr eIn Threonin-abbauendes Pro- 
tein codiert, oder 

b) Einbringen einer NukleinsSuresequenz, die den Threoninabbau in den trans- 
genen Organismen ertioht und 

5 c) Expression einer unter (a) Oder (b)genannten NuWeinsauresequenz im 

transgenen Organismus. 
Unter Thi^onin-abbauenden Proteinen sind vorteilhaft Proteine zu verstehen wie die Threonin- 
Aldolase Oder die Serin-Hydroxymethyltransferase. die Threonin zu Acetaldehyd und Glycin 
umsetzen. die Threonindehydrogenase. die unter Biidung von NADH + H* Threonin zu L-2- 
0 Amino-Acetoacetat umsetzt. oder die Threonindehydratase. die Threonin unter NH3 und Was- 
serabspaltung zu Oxobutyrate umsetzt. Vorteilhaft wird als Thronln-abbauende Alctlvitat die 
Threonin-Aldolase im erf indungsgemSBen Verfahren venwendet Die Aktlvltat der vorgenannten 
Proteine und/oder der fQr sle codlerenden NuklelnsSuresequenzen kann auf verschledenen 
Wegen erh6ht werden. Vorteilhaft werden die Nukleinsauresequenzen in einem Organismus 
15 exprlmlert und so die Aktivltat in einem Organismus Qber die Genkopienzahl erhSht und/oder 
aber es wIrd die Stabilltai der exprimierten mRNA erhSht und/oder es wird die Stabilitat des 
Genprodukts erhoht Weiterhln kann die Regulation der vorgenannten Nukleinsauresequenzen 
verandert weiden. so dass die Expression der Gene erhoht wird. Dies kann vorteilhaft durch 
heterologe Regulationssequenzen oder durch Verandening z.B. Ober Mutation der vorhandenen 
20 natQrIichen Regulationssequenzen errelcht werden. Beide vorteilhaften ly^ethoden k6nnen auch 
miteinander kombiniert werden. 

in einer vorteilhaften AusfOhrungsfomi des Verfahrens zur Herstellung von Amlnosauren in 
transgenen Organismen ist das Verfahren dadurch gekennzeichnet, dass im oben genannten 
Verfahrensschritt (a) eine NuWeinsauresequenz. eingebracht wird. die ausgewahit Ist aus der 
25 Gruppe der Nukleinsauresequenzen 

i) elner Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dargesteiiten Sequenz; 

ii) elner NuWeinsauresequenz, die aufgnind des degenerierten genetischen Codes durch 
RQckQbersetzung der In SEQ ID NO: 2 dargesteiiten Aminosauresequenz erhalten wird 
und 

30 110 eines Derivats der in SEQ ID NO: 1 dargesteiiten NuWeinsauresequenz. die fOr ein Po- 
lypeptid codiert. welches mindestens 50 % Homologle auf Aminosaureebene zu der in 
SEQ ID NO: 2 dargesteiiten Aminosauresequenz aufweist. ohne dass die blologische 
Akttvitat der PolypeptWe wesentlich redu2dert 1st: und 
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diese Nukleinsauresequenzen anschlleBend In einem transgenen OrganJsmus exprimiert wer- 
den. 

Diese vortellhafte AusfQhmngsfom, des Verfahrens zur Herstellung von Aminosauren In trans- 
genen Organismen stellt sich damit wie folgt dan 
5 a) EinbrlngeneinerNukleinsauresequenzausgewShltausderGruppe 

0 einer NuklelnsSuresequenz mit der In SEQ ID NO: 1 dargestellten Sequenz; 

II) eIner NuklelnsSuresequenz, die aufgmnd des degenerlerten genetischen Codes 
durch RQckQbersetzung der In SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenz er- 
halten wird und 

10 III) eines Derivats der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukieinsauresequenz. die fQr eIn 

Polypeptid codiert. welches mindestens 50 % Homoiogie auf Aminosaureebene zu 
der in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenz aufweist. ohne dass die bio- 
logische Aktlvltat der Polypeptide wesentllch reduzlert 1st; und 

b) Expression eIner unter (a) genannten Nukieinsauresequenz In einem transgenen Orga- 
15 nismus. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausf Qhaingsform des Verfahrens zur Herstellung von Aminosau- 
ren in transgenen Organismen 1st das Verfahren dadurch gekennzelchnet. dass Im oben ge- 
nannten Verfahrensschritt (a) eine Nukieinsauresequenz eingebracht wIrd. die ausgewahit 1st 
aus der Gruppe der Nukleinsauresequenzen 

20 I) einer Nukieinsauresequenz. die sich aufgmnd des degenerlerten genetischen Codes 
durch RQckQbersetzung der in SEQ ID NO: 3. SEQ ID NO: 4. SEQ ID NO: 5. SEQ ID 
NO: 6. SEQ ID NO: 7. SEQ ID NO: 8. SEQ ID NO: 9 Oder SEQ ID NO: 10 dargestellten 
Aminosauresequenz erhalten wIrd; 

11) eines Derivats der Nukieinsauresequenz. die durch RQckQbersetzung der in 
25 SEQ ID NO: 3. SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5. SEQ ID NO: 6. SEQ ID NO: 7, 

SEQ ID NO: 8. SEQ ID NO: 9 Oder SEQ ID NO: 10 dargestellten Aminosauresequenz er- 
halten wird und weiche mindestens 70 % Homoiogie auf Aminosaureebene zu den vor- 
genannten Aminosauresequenzen aufweist. ohne dass die blologlsche Aktlvitat der Poly- 
peptide wesentllch reduzlert 1st; eingebracht wird und 

30 anschlleBend diese Nukleinsauresequenzen In einem transgenen Organismus exprimiert wer- 
den. 
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Nach dem Einbringen und der Expression der in den erfindungsgemaSen Verfahren verwende- 
ten Nukleinsauresequenzen wlrd der transgene Organismus vorteilhaft kultlvlert und anschlie- 
eend geemtet. Im Falle. dass es sich bei dem transgenen Organismus um eInen Mikroorganis- 
mus wie einem eukaryotlschen Organismus wie einem Plb. einer Alge oder einer Hefe oder 
einem prokaryotischen Organismus wie einem Bakterlum wie einem Bakterium der Gattungen 
Escherichia. Bacillus. Corynebacterium oder Brevibacterium handelt wird dieser in einem dem 
Fachmann bekannten und je nach Organismus Qblichen Pest- oder FIQssigmedium kultlvlert. 
Nach Anzucht werden die Organismen geemtet. Die AminosSuren kSnnen dann direkt in Nah- 
rungsmittel oder Futtermittel oder fOr sonstige Anwendungen beispielsweise gem§B den in 
EP-B-0 533 039 Oder EP-A-0 615 693 gemachten Offenbarungen, auf die hier ausdrOcklich 
venwiesen wlrd. weiter verarbeitet werden oder aber welter In Qblichenweise Qber Extraktlon und 
FSIIung oder Qber lonenaustauscher weiter aufgerelnigt werden. ProduWe dieser unterschledll- 
chen Aufarbeitungen sind Aminosfluren oder AminosSurezusammensetzungen. die noch Anteile 
der FermentaHonsbrQhe und der Zellen In unterschledlichen Mengen vorteilhaft im Bereich von 0 
bis 100 Gew.-%. bevorzugt von 1 bis 80 % Gew.-%. besonders bevorzugt zwlschen 5 und 50 
Qew.-%, ganz besonders bevorzugt zwlschen 5 und 40 Gew.-% enthalten. 

In einer vorteilhaften AusfQhmngsfomi der Erfindung handelt es sIch bei dem Organismus um 
eine Pflanze. deren AminosSuregehalt durch die eingebrachte Nukleinsauresequenz vorteilhaft 
verSndert wlrd. Dies Ist fOr RIanzenzQchter wlchtlg, da beispielsweise fQr monogastrlsche Tlere 
der NShnwert von Pflanzen durch einige essentielle AminosSuren wie Lysin oder Methlonln llmi- 
tlert Ist. Diese so hergesteilte transgene Pflanze wlrd nach dem Einbringen der Nukleins§ure auf 
Oder in einem Nahmiedium oder aber in Erdkultur angezogen und anschlieBend geemtet. Die 
Pflanzen kSnnen dann direkt als Lebens- oder Futtermittel venwendet werden oder aber weiter 
verarbeitet werden. Auch in diesem Fall konnen die AmlnosSuren in ubilcher Weise Qber Extrak- . 
tlon und Fallung oder Qber lonenaustauscher weiter aufgereinlgt werden. Produkte dieser unter- 
schiedlichen Aufarbeitungen sind AminosSuren Oder Aminosaurezusammensetzungen. die noch 
Anteile der Rianze in unterschledlichen Mengen vorteilhaft im Bereich von 0 bis 100 Gew.-%, 
bevorzugt von 20 bis 80 % Gew.-%. besonders bevorzugt zwlschen 50 und 90 Gew.-%, ganz 
besonders bevorzugt zwlschen 80 und 99 Gew.-% enthalten. Vorteilhaft werden die Pflanzen 
direkt ohne weitere Aufarbeitung venivendet. 

In einer weiteren AusfOhrungsform der Erfindung handelt es sich bei dem Organismus um einen 
Mikroorganismus wie Bakterien der Gattungen Corynebacterium. Brevibacterium, Escherichia 
Oder Bacillus. Dlese MIkroorganlsmen werden vorteilhaft In einem fennentatlven Verfahren ver- 
wendet. 

Vorteilhaft werden In den Organismen neben der In SEQ ID NO: 1 genannten Sequenz. den 
Nukleinsauresequenzen, die sIch von den Sequenzen SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID 
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NO- 5 SEQ ID NO: 6. SEQ ID NO: 7. SEQ ID NO: 8. SEQ ID NO: 9 Oder SEC ID NO: 10 abtel- 
ten lassen. oder deren Derlvaten noch weltere Gene exprimlert und/oder mutiert Besonders 
vorteilhaft wird In den Organismen wie Pf lanzen oder Mikroorganismen zusSlzIlch wenlgstens 
ein welteres Gen des Biosyntheseweges des L-Lysins. L-Threonlns und/oder L-Methion.ns 
exprimlert und/oder es weKlen Gene exprimlert. deren Regulation verandert wurden. Vorteilhaft 
kann auch die Regulation der natQrilchen Gene verSndert worden sein. so dass das Gen 
und/oder dessen Genprodukl nicht mehr der den in Organismen vorhandenen Regeikreisiaufen 
unterllegt. Dadurch kommt es zu einer verstarkten Synthese der gewQnschten AminosSuren. da 
Z.B. Feedback-Regulationen nIcht mehr oder nicht mehr in dem MaBe vorhanden shd. 

Gemae einer welteren Ausf Qhmngsfomi des erflndungsgemfiBen Verfahrens werden deshalb 
Organismen vorteilhaft Bakterien der Gattungen Corynebacterium. Brevibacterium. Bacillus oder 
Escherichia Oder Pfianzen angezogen. In denen gleichzeitig wenigstens eine Nukleinsaure bzw. 
eines der Gene, die fOr Proteine kodieren. ausgewahit aus der Gruppe der Genprodukte beste- 
hend aus der Aspartatkinase (lysC). der Aspartat-Semialdehyd-Dehydrogenase (asd). der Gly- 
cerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (gap), der 3-Phosphogiycerat Kinase (pgk). der Pyru- 
vat Cart)oxylase (pyc). der Triosephosphat Isomerase (tpi). der Homoserin O-Acetyltransferase 
(metA). der Cystahionin-Y-Synthase (metB). der Cystahtonln^amma-Lyase (metC). Gystahtonln- 
p-Lyase, der Methionin-Synthase (metH). der Serin-Hydroxymethyitransferase (glyA). der O- 
Acetylhomoserln-Sulfhydryiase (metY). der Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase (metP). der 
Phosphoserin-Amlnotransferase (serC). der Phosphoserin-Phosphatase (serB). der Serine Ace- 
tyl-Transferase (cysE). der Cysteln-Synthase (cysK). der Homoserln-Dehydrogenase (hom) und 
S-Adenosylmethionin Synthase (metX) Qberexprimlert ist. 

m einer weiteren vortellhaften Ausf Qhrungsform des erflndungsgemSBen Verfahrens werden im 
Verfahren Organismen venwendet. in denen gleichzeitig wenlgstens eInes der vorgenannten 
Gene bzw. eIne der vorgenannten Nukleinsauren mutiert ist, so dass die kon-espondlerenden 
Proteine. verglfehen mlt den nicht mutierten Protelnen. In gerlngerem MaBe oder gar nksht durch 
Stoffwechselmetaboiite In ihrer Aktivltat beeinflusst werden und dass insbesondere die erfin- 
dungsgemSBe Produktton der AminosSuren nteht beelntrfichtigt wird. oder so dass ihre spezif i- 
sche enzymatische Aktivltat gestelgert wird. Unter geringer Beeinflussung ist dabei eine gegen- 
Qber dem Ausgangsorganismus um mindestens 10 %. vorteilhaft mindestens 20. 30 oder 40 %. 
besonders vorteilhaft um mindestens 50. 60 oder 70 % geringere Reguliemng der EnzymaWivl- 
tat und damlt um diese genanten Zahlen erhohte Aktivitat des Enzyms gegenQber dem Aus- 
gangsorganismus zu verstehen. Unter Steigeaing der enzymatlschen Aktivltat Ist eine gegen- 
Qber dem Ausgangsorganismus um mindestens 10 %. vorteilhaft mindestens 20, 30 oder 40 %. 
besonders vorteilhaft um mindestens 50, 60 oder 70 % gesteigerte enzymatische Aktivltat zu 
verstehen. Dies fQhrt zu einer erti6hten Produktivltat der gewQnschten Amlnosaute oder der 
gewQnschten Amlnosduren. 
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ins werden im 



In einer weiteren vorteilhaften AusfQhrungsform des erflndungsgemaBen Verfahrsi 
verfahren Organismen ven^rendet. In denen glelchzeWg wenlgstens eines der Gene, ausgewahit 
unter der Homoserine-Klnase (thrB). der Threonin Dehydratase (IlvA). der Threonin Synthase 
(thrC). der Meso-Diaminopimelat D-Dehydrogenase (ddh). der Phosphoenolpyruvat- 
Carboxyklnase (pck). der Gluoose^Phosphat-6-lsomerase (pgi). der Pymvat-Oxidase (poxB). 
der DIhydrxKllplcollnat Synthase (dapA). der Dihydrodipicolinat Reduktase (dapB) und der D.a- 
mlnoplcoimal Decarboxylase (lysA) abschwacht ist. Insbesondere durch Verringerung der Ex- 
presslonsrate des konrespondlerenden Gens. 

GemaB eIner anderen AusfQhrungsform des erflndungsgemaBen Verfahrens werden im Verfah- 
ren Organismen venwendet. in denen gleichzeltig wenlgstens eine der vorgenannten Nuklein- 
sauren bzw. der vorgenannten Gene so mutlert Ist. dass die enzymatische Aktivitat des ko- 
respondierenden Proteins teilwelse veningert wird oder voilstandig blockiert Ist. Unter Verringe- 
rung der enzymatischen Aktivitat ist eine gegenQber dem Ausgangsorganlsmus um mindestens 
10 %. vorteiihaft mindestens 20. 30 oder 40 %. besonders vorteiihaft um mindestens 50. 60 
Oder 70 % verringerte enzymatische Aktivitat zu verstehen. 

Enzyme kSnnen derart in ihrer Aktivitat beelnflusst werden; dass es zu eIner Veningerung oder 
ErhShung der ReakMonsgeschwlndigkeit. oder zu einer Veranderung (Verringerung oder Erho- 
hung) der Affinitat gegenQber dem Substrat kommt. 

Vorzugsweise werden in dem erflndungsgemaBen Verfahren MIkroorganismen der Gattungen 
Corynebacterium oder Brevibacterium Oder Pflanzen eingesetzt. 

Auch chemlsch reine Aminosauren oder AminosSurezusammensetzungen sind nach den vorbe- 
schriebenen Verfahren darstellbar. Dazu werden die Aminosauren oder die Aminosaurezusam- 
mensetzungen aus dem Organismus wie den Mikroorganlsmen oder den Pflanzen oder dem . 
Kultunnedium. in dem oder auf dem die Organismen angezogen wurden. oder aus dem Orga- 
nismus und dem Kultumiedium in bekannter Weise isoliert. DIese chemlsch reinen Aminosau- 
ren Oder Aminosaurezusammensetzungen sind f Qr Anwendungen Im Beieich der Lebensmittel- 
industrie. der Kosmetiklndustrie oder der Pharmaindustrie vorteiihaft. 

vorteiihaft werden nach dem erflndungsgemaBen Verfahren Aminosauren wIe Methlonin. Lysin 
Oder deren MIschungen bevorzugt Methlonin hergestellt. 

Dabei kdnnen Im erflndungsgemaBen Verfahren die vorgenannten Aminosauren mindestens um 
den Faktor 3. bevorzugt mindestens um den Faklor 5. besonders bevorzugt mindestens um den 
Faktor 10. ganz besonders bevorzugt um mindestens den Faktor 50 gegenQber dem Wildtyp der 
Organismen erhSht werden. 
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Durch das erfindungsgemSBe Verfahren kSnnen die hergesteiiten Aminosauren In den fen Ver- 
fahren venwendeten Organlsmen prinziplell auf zwei Arten erhSht werden. Es kann vorteljhafl 
der Pool an frelen AmlnosSuren und/oder der Anteil der Ober das Verfahren hergesteiiten Ami- 
nosauren In den Proteinen erh5ht werden. Vortellhaft wird durch das erflndungsgemaBe Verfah- 
ren der Pool an frelen Aminosauren In den transgenen Organlsmen erhSht. Im vorteilhaften 
Falle der Fennentatlon von MIkroorganlsmen werden die Aminosauren Im Medium angereichert. 

Prinzipieil sind f Qr das erflndungsgemaBe Verfahren alle eukaryotlschen oder prokaryoHschen 
Organlsmen geeignet. die in der Uge sind. Methionin und/oder Lysin zu synthetlsleren. Vortell- 
haft handeft es sich bel den im Verfahren venwendeten Organlsmen um MIkroorganlsmen wie 

) Bakterlen. Pilze. Hefen oder Algen oder Pflanzen wie dicotyledone oder monocotyledone Pflan- 
zen wie Pflanzen der Famliien Aceraceae. Anacardlaceae. Aplaceae. Asteraceae. Brassica- 
ceae. Cactaceae. Cucurbltaceae, Euphorbiaceae. Fabaceae. Malvaceae. Nymphaeaceae. Pa- 
paveraceae. Rosaceae. Saiicaceae. Solanaceae. Arecaceae. Bromeiiaceae. Cyperaceae. Irida- 
ceae. Liliaceae. Orchidaceae. Gentianaceae. Labiaceae. Magnoliaceae, Ranunculaceae. Capri- 

15 folaceae. Rubiaceae. Scrophulariaceae. Caryophyllaceae. Ericaceae. Polygonaceae. Violaceae. 
Juncaceae oder Poaceae bevorzugt einer Pfianze ausgewahit aus den Gruppe der Familien 
Aplaceae. Asteraceae. Brassicaceae. Cucurbitaceae. Fabaceae. Papaveraceae. Rosaceae. 
Solanaceae. Liliaceae oder Poaceae. 

Vortellhaft werden Im erflndungsgemaOen Verfahren transgene Mikroorganismen wie Pilze wie 
20 die Gattung Claviceps Oder Aspergillus oder gram-positive Bakterlen wie die Gattungen Bacillus. 
Corynebacterium, Micrococcus. Brevibacterium. Rhodococcus, Nocardia. Caseobacter oder 
Arthrobacter oder gram-negative Bakterien wie die Gattungen Escherichia. Flavobacterlum oder 
Salmonella oder Hefen wie die Gattungen Rhodotorula. Hansenula oder Candida. Besonders 
vortellhaft sind Organlsmen ausgewahit aus der Gruppe der Gattungen Corynebacterium, Brevi- 
25 bacterium. Escherichia. Bacillus. Rhodotorula. Hansenula, Candida. Clavtoeps oder Ravobacte- 
rium. Gans besonders vortellhaft werden im erfindungsgemai3en Verfahren Mikroorganismen 
ausgewahit aus der Gruppe der Gattungen und Arten bestehend aus Hansenula anomala. Can- 
dkla utills. Claviceps purpurea, Badllus drculans. Bacillus subtllis. Bacillus sp.. Brevibacterium 
albidum. Brevibacterium album, Brevibacterium cerinum, Brevibacterium flavum. Brevibacterium 
30 glutamlgenes. Brevibacterium iodinum, Brevibacterium ketoglutamicum. Brevibacterium lacto- 
fennentum, Brevibacterium linens, Brevibacterium roseum. Brevibacterium saccharolyticum.. 
Brevibacterium sp., Corynebacterium acetoacidophilum. Corynebacterium acetoglutamlcum.- 
Corynebacterium ammoniagenes. Corynebacterium glutamlcum (= Micrococcus glutamlcum). 
Corynebacterium melassecola. Corynebacterium sp. oder Escherichia coll speziell Escherichia 
35 coli K12 und dessen beschriebene Stamme verwendet. 
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Vortellhaft werden im erfindungsgemSBen Vertahren transgene Pflanze ausgewShft aus der 
Gruppe der Nutzpllanzen verwendeL WIe Pflanzen ausgewShlt aus der Qruppe der Erdnuss. 
Raps. Canola. Sonnenblume. Safflor (FarberdlsteO. Olive. Sesam. Haselnuss. Wlandel. Avoca- 
do. Lorbeer. KQrWs. Lein. Soja. Pislazlen. Borretsch. Mate. Weizen. Roggen. Hafer. Hirse. Trrti- 
cale. Rete. Gerste. Maniok. Kartoffel. ZuckerrQbe. FutterrQbe. Aubergine, sowie ausdauemde 
Grdser und FutlerfeldfrQchte. dipalme. GemQse (KohlgemQse, Wurzelgemiise. Knollengemuse. 
HQteengemQse. FruchtgemOse. Zwlebeigemuse, Blatt- und StielgemQse). Buchweizen. Topl- 
nambur. Ackerbohne. Wicken. Linse, Buschbohne, Aifaalfa . l-upine. Klee und Luzerne. 

Die im Verfahren zur Herstellung von Aminosauren in transgenen Organismen venvendete(n) 
Nukleinsauresequenz(en) stammen vorteilhaft aus ehem Eukaryont (fOr die Erfindung soli der 
Plural den Singular und umgekehrt umfassen). kfinnen aber auch aus einem Prokaryont stam- 
men. Vorteilhaft stammen die Nuklelnsfiuresequenzen aus einer Pflanze wie einer Pflanze aus- 
gewahltaus den Famillen Aceraceae. Anacardiaceae. Apiaceae. Asteraceae, Brassicaceae, 
Cactaceae. Cucurbitaceae. Euphorbiaceae. Fabaceae, IVIalvaceae. Nymphaeaceae. Papavera- 
ceae, Rosaceae, Salicaceae, Solanaceae. Arecaceae. Bromeliaceae. Cyperaceae. Iridaceae, 
Liliat^ae. Orchidaceae, Gentianaceae, Labiaceae. ly/lagnoiiaceae. Ranuncuiaceae. Carifola- 
ceae, Rubiaceae, Scrophulariaceae. Caryophyllaceae. Ericaceae. Polygonaceae. VIoiaceae. 
Juncaceae oder Poaceae bevorzugt einer Pflanze ausgewShlt aus den Gruppe der Famiiien 
Apiaceae, Asteraceae, Brassicaceae. Cucurbitaceae, Fabaceae. Papaveraceae, Rosaceae, 
Solanaceae. Liiiaceae oder Poaceae; einem Pilzwle den Gattungen Aspergillus, Penicillum oder 
Claviceps oder einer Hefe wie den Gattungen Pichia, Torulopsls. Hansenula, Schizosaccharo- 
myces. Candida, Rhodotomla oder Saccharomyces. Besonders vorteilhaft stammen die Se- 
quenzen aus Hefen wie den Gattungen Pichia, Torulopsls, Hansenula. Schizosaccharomyces. 
Candida. Rhodotorula oder Saccharomyces, ganz besonders vorteilhaft aus der Hefe der Fami- 
ne Saccharomycetaceae wie der vorteilhaften Gattung Saccharomyces und der besonders vor- 
teiihaften Gattung und Art Saccharomyces cerevisiae. 

Die im erfindungsgem§Ben Verfahren venwendeten Nukleinsauresequenzen mit der Sequenz 
SEC ID NO: 1 kodieren fQr eine Threonin-Aldolase. Diese Aldolase zeigt die h6chste Homologie 
zum GLY1 Protein von A. gossypii [Eremotheclum ashbll, Eremothecium gossypii] (EMBL- 
Datenbank. Accession Nr. AJ005442, CAA06545.1 , Identitat auf Aminosaureebene zu SEQ ID 
NO: 1 von 76 %). Daruber hinaus iassen sich Homologien zu einer Vielzahl von Nuklelnsauren 
finden. Die Threonin-Aldolase von Hefen wie Candida albicans (EMBL-Datenbank. Accession 
Nr. AF009967, AAB64198.1 , Identitat auf Aminosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 56 %), von 
Schizosaccharomyces pombe (Eiy/IBL-Datenbank. Accession Nr. Z99163. CAB16235.1, identitat 
auf Aminosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 49 %), oder von Bakterlen wie Aeromonas jandael 
(EMBL-Datenbank. Accession Nr. AF169478, AAD47837.1. Identitat auf Aminosaureebene zu 
SEQ ID NO: 1 von 41 %), Pseudomonas aeruginosa (EMBL-Datenbank. Accession Nr. 
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AF011922. AAC46016.1. . Identitat auf AminosSureebene zu SEQ ID NO: 1 von 38 %). Vibrio 
cholerae (EMBL-Datenbank. Accession Nr. AE004405. AAF96663.1 . Identitat auf Amlnosaure- 
ebene zu SEQ ID NO: 1 von 38 %). Escherichia coll (EMBL-Datenbank. Accession Nr. 
AB005050. BAA20882.1. Identitat auf Amlnosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 38 %). Deino- 
5 coccus radlodurans (EMBL-Datenbank. Accesston Nr. AE001978. AAF10885.1. Identitat auf 
Amlnosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 38 %). Bacillus halodurans (EMBL-Datenbank. Acces- 
sion Nr. AP001518. BAB07002.1. Identitat auf Amlnosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 34 %). 
Hatobacterium sp. (EMBL-Datenbank. Accession Nr. AE005124. AAG20528.1). Themiotoga 
marltima (EMBL-Datenbank. Accession Nr. AE001813. AAD36809.1 . Identitat auf Aminosaure- 
10 ebene zu SEQ ID NO: 1 von 40 %) oder den Pflanzen Arabidopsis thaliana (EMBL-Datenbank. 
Accession Nr. AF325033. AAQ40385.1 . AC022287. AAF63783.1 . AC003981 . AAC14037.1 . 
Identitat auf Amlnosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von jeweils 40. 42 bzw. 37 %) oder von nlcht- 
humanen Tieren wi© Caenorhabditis elegans (EMBL-Datenbank. Accession Nr. Z70309. 
CAA94358.1. Identitat auf Amlnosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 41 %) oder Drosophila me- 
lanogaster (EMBL-Datenbank. Accession Nr. AE003744. AAF561 52.1 , Identitat auf Amlnosau- 
reebene zu SEQ ID NO: 1 von 39 %) Oder die Alaninracemase von Pllzen wie Cochlioboius car- 
bonumyBlpolarls zelcola (EMBL-Datenbank. Accession Nr. AF169478, AAD47837.1 . Identitat auf 
Amlnosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 38 %). Vorteiihaft werden im erfindungsgemaBen Ver- 
fahren Nukleinsauresequenzen und durch diese codierte Proteine venwendet. die aus Hefen der 
20 Gattungen Candida, Hansenula. Rhodotorula. Schizosaccharomyces oder Saccharomyces 

stammen. Welterhin zeigt die vorteiihaft im erfindungsgemaBen Verfahren venwendete Aldolase 
eine hohe Homologle zu den unter SEQ ID NO: 3 (Identitat auf Amlnosaureebene zu SEQ ID 
NO: 1 von 35 %). SEQ ID NO: 4 (Identitat auf Amlnosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 35 %). 
SEQ ID NO: 5 (Identitat auf Amlnosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 27 %). SEQ ID NO: 6 (I- 
25 dentitai auf Aminosfiureebene zu SEQ ID NO: 1 von 43 %). SEQ ID NO: 7 (Identitat auf Amlno- 
saureebene zu SEQ ID NO: 1 von 39 %). SEQ ID NO: 8 (Identitat auf Amlnosaureebene zu SEQ 
ID NO: 1 von 32 %). SEQ ID NO: 9 (Identitat auf Aminosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 35 %) 
Oder SEQ ID NO: 10 (Identitat auf Amlnosaureebene zu SEQ ID NO: 1 von 36 %) genannten 
Sequenzen. die aus Soja (SEQ ID NO: 3 - 5). Rels (SEQ ID NO: 6 und 7) bzw. aus Canoia 
30 (SEQ ID NO: 8 - 1 0) stammen. Vorteiihaft konnen im Verfahren Nukleinsauresequenzen ver- 
wendet werden, die sich von den Aminosauresequenzen SEQ ID NO: 3. SEQ ID NO: 4. SEQ ID 
NO: 5. SEQ ID NO: 6. SEQ ID NO: 7. SEQ ID NO: 8. SEQ ID NO: 9 oder SEQ ID NO: 10 ablel- 
ten. 

FQr das erflndungsgemaBe Verfahren vorteilhafte Nukleinsauresequenzen, die fQr Polypeptide 
35 mlt Aldoiase-Aktivitat codieren, lassen slch aus allgemeln zuganglich Datenbanken emiitleln. 
Insbesondere slnd hier allgemelne Gen-Datenbanken zu nennen. wIe die EMBL-Datenbank 
(Stoesser G. et al.. Nucleic Acids Res 2001. Vol. 29. 17-21). die QenBank-Datenbank (Benson 
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D.A. et al.. Nucleic Acids Res 2000. Voi. 28.15-18). oder die PIR-Datenbank (Barker W. C. et 
al., Nucleic Acids Res. 1999, Vol. 27. 39-43). 

Weiterhin kSnnen Organlsmen-spezWische Gen-Datenbanken zur Ermittlung vorteilhafter Se- 
quenzen verwendet werden. so z.B. vorteilhaft fOr Hefe die SGD-Datenbank (Cherry J. M. et al.. 
Nucleic Adds Res. 1998. Vol. 26. 73-80) Oder die MIPS-Datenbank (Mewes H.W. et al.. Nucleic 
Acids Res. 1999. Vol. 27. 44-48). fQr E. coli die GenProtEC-Datenbank 
(httpy/web.bham.ac.ukA)cm4ght6/res.html). fOr Arabidopsis die TAIR-Datenbank (Huala. E. et 
al.. Nucleic Acids Res. 2001 Vol. 29(1). 102-5) oder die MIPS-Datenbank. 

Urn das EInbrlngen der NuklelnsSuresequenzen und die Expression der Sequenzen in den 
transgenen Organlsmen. die im Verfahren venwendet werden. zu verbessem, werden die Nuk- 
leinsauresequenzen in ein NukleinsSurekonstrukt und/oder einen Vektor eingebaut. Zusatzlich 
zu den im erfindungsgemaBen Verfahren venwendeten oben beschriebenen Sequenzen kdnnen 
im Nukleinsaurekonstnjkt bzw. Im Vektor noch weitere Nukleinsauresequenzen vorteilhatt von 
Biosynthesegene der im Verfahren hergestellten AmlnosSure vorhanden sein, die zusammen In 
den Organismus eingebracht werden. DIese zusStzlichen Sequenzen kdnnen aber auch direkt 
Oder Ober andere getrennte Nuklelnsaurekonstrukte oder Vektoren in die Organfemen einge- 
bracht werden. 

Bei den im erfindungsgemaBen Verfahren venwendeten Nukleinsauresequenzen handelt es sich 
urn isollerte Nukleinsauresequenzen. die fQr Polypeptide mit Aldolase-Aktivftat codieren. 

Unter Nukleinsauren sind Im erfindungsgemaBen Verfahren DNA oder RNA-Sequenzen, die 
einzel- oder doppelstrangig sein oder gegebenenfails synthetische, nicht natOriiche oder veran- 
derte. In DNA oder RNA einbaubare Nukleotldbasen aufwelsen k6nnen, zu verstehen. 

Der Begriff "Expression" meint die Transkription und/oder Translation eines kodogenen Ge- 
nabschnitts bzw. Gens. In der Regel 1st das resultierende Produkt ein Protein. Zu den Produkten 
gehSren aber auch f unktlonelle RNAs wie z.B. RIbozyme. Die Expressfon kann systemisch oder 
lokal, Z.B. auf bestlmmte Zelltypen, Gewebe oder Organe beschrankt, erfolgen. 

Die Expresslonsprodukte der Nukleinsauren z.B. der kodogenen Genabschnitte (ORFs) und 
ihrer regulatorischen Elemente lessen sich durch ihre Funktlon kennzelchnen. Hierzu gehoren 
beispielsweise Funktionen in den Berelchen Metabolismus. Energle. Transkription. Protelnsyn- 
these. Protelnprozesslemng. zelluiarer Transport und Transportmechanismen. zellulare Kom- 
munlkaUon und SIgnaltransduktlon. Zellrettung. Zellverteldlgung und zeiMrulenz. Regulation der 
zellularen Umgebung und Interaktlon der Zelle mit ihrer Umgebung. Zellschicksal, transponler- 
hare Elemente, virale Protelne und Plasmldprotelne. zellulare Organisationskontrolle. subzeiluia- 
re Lokallsatton. Regulation der ProtelnakMvltat. Proteine mit BIndungsfunkUon oder Cofaktor- 
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Erf ordemis und Transporterlelchterung. Gene gleicher Funktion werden zu sogenannten f unkH- 
onellen Genfamilien zusammengefasst 

Durch die blologische Aktivitat der im erfindungsgemSBen Verfahren venwendeten Nuklejnsau- 
ren, die f Qr Polypeptide mit Threonin-Aldolase-AlcHvitat codieren. k5nnen unterschiedllche Aml- 
nos'auren hergestelit bzw. deren Herstellung verbessert und/oder gesteigert werden. Je nach 
Auswahl des f Qr das erfindungsgemaBe Verfahren venwendeten Organlsmus beispielsweise 
eines Mikroorganismus Oder einer Pflanze lassen sich MIschungen der verschledenen Amino- 
sSuren herstellen. 

Im erfindungsgemSBen Verfahren slnd unter transgenen Organlsmen wenn es sich urn Pf lan- 
zen handelt auch Rlanzenzellen, -gewebe, -organe wie Wurzel. Spross. Stangel. Same. BIQte. 
Knolle Oder Blatt oder ganze Pflanzen zu verstehen, die zur Herstellung von Amlnos§uren ange- 
zQchtet werden. Unter Anzucht ist beispielsweise die Kuitivierung der transgenen Pflanzenzellen. 
-gewebe oder -organe auf oder in einem NShnnedium oder der ganzen Pflanze auf bzw. in el- 
nem Substrat beispielsweise In Hydrokultur. Blumentopferde oder auf eInem Ackerboden zu 
verstehen. 

Werden Rianzen im erfindungsgemaBen Verfahren als Spenderorganismus gewShlt, so kann 
diese Pflanze im Prinzip eine beiiebige phylogenetische Venwandtschaft mit der Empfanger- 
pflanze aufweisen. So konnen Spender- und Empfangerpflanze derselben Familie. Gattung. 
Spezies. Sorte oder Llnie angehbren. wobei sich eine zunehmende Homologle zwischen den zu 
Integrierenden Nukleinsauren und entsprechenden Telien des Genoms der Empf&igerpflanze 
ergibt. Qleiches gilt auch fQr Mikroorganismen als Spender- und EmpfSngerorganismus, 

Vorteiihaft wlrd Im erfindungsgemaBen Verfahren eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID 
NOi 1 dargestellten Sequenz, Nukleinsauresequenzen. die sich von den Aminosauresequenzen 
SEQ ID NO: 3. SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5. SEQ ID NO: 6. SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8. 
SEQ ID NO: 9 Oder SEQ ID NO: 10 ableiten, oder deren Derivat oder Homologe, die fQr Poly- 
peptide codieren. die noch die enzymatische Aktlvltat bzw. blologische AkHvltat besttzen, ver- 
wendet Diese Sequenzen werden einzein oder in Komblnatlon In Expresstonskonstrukte cloniert. 
DIese Expresstonskonstrukte emiagllchen eine optlmale Synthase der im erfindungsgemaBen 
Verfahren produzierten Aminosauren. 

Bel einer bevorzugten AusfQhningsform umfasst das Verfahren femer den Schritt des Gewln- 
nens einer Zelle. die die Im Verfahren venwendeten Nukleinsauresequenzen. die fQr ein Enzym 
mit Threonln-Aldolase-Aktivitat codieren. enthait. wobel eine Zelle mit den Nuklelnsauresequen- 
zen. elnem Genkonstrukt (= NuklelnsaurekonstruW) oder ehiem Vektor. welche die Expresston 
der Aldolase-Nuklelnsaure alleln oder In KomblnaMon mft anderen Genen bzw. Sequenzen her- 
i belfQhren, transformlert wlrd. Bel eher welteren bevorzugten Ausfflhrungsform umfasst dieses 
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verfahren femer den Schritt des Gewlnnens der Atnlnosaure(n) bzsN. des Aminosaur«geml- 
sches aus der Kultur und/oder dem Organismus, Die so hergestellte Zelle Ist vortellhaft eine 
Zelle einer wie oben als vortellhaft beschrlebenen Pflanze Oder eines Mlkroorganlsmus. 

Unter transgenem Organlsmus wie einer Pflanze oder eines transgenen Mikroorganlsmus im 
5 Sinne der Erfindung ist zu verstehen. dass die im Verfahren venwendeten NuklelnsSuren nicht 
an ihrer natOrlichen Steile im Genom eines Organlsmus sind. dabel kdnnen die Nuklelnsauren 
homolog Oder heterolog exprimlert werden. Transgen bedeutet aber auch. dass die erfindungs- 
gemaBen NukleinsSuren an ihrem natOriichen Platz Im Genom eines Organlsmus sInd. dass 
jedoch die Sequenz gegenQber der natQrlichen Sequenz verSndert wurde und/oder das die Re- 
10 gulatlonssequenzen. der nalQrllchen Sequenzen verflndert wurden. Bevorzugt ist unter transgen 
die Expression der Im erfindungsgemSBen Verfahren venwendeten NukleinsSuren an nicht 
natOrlicher Steile im Genom zu verstehen. das helBt eine homologe oder bevorzugt heteroioge 
Expression der Nuklelnsauren llegt vor. Die Expression kann dabel transient oder von einer 
stabil Im Genom integrieten Sequenz aus erfolgen. Bevorzugte transgene RIanzen sind bei- 
15 ' spielhaft folgende Pflanzen, ausgewShlt aus den Familien Aceraceae. Anacardiaceae. Apia- 

ceae. Asteraceae. Brassicaceae, Cactaceae. Cucurbltaceae. Euphorblaceae. Fabaceae. Malva- 
ceae. Nymphaeaceae. Papaveraceae. Rosaceae. Sallcaceae. Solanaceae. Arecaceae. Brome- 
llaceae. Cyperaceae, Irldaceae. Uliaceae. Orchidaoeae. Gentlanaceae. Labiaceae. Magnolla- 
ceae. Ranunculaceae. Carifolaceae. Rubiaceae. Scrophularlaceae. Caryophyllaceae. Ericaceae. 
20 Polygonaceae. Violaceae. Juncaceae oder Poaceae bevorzugt einer Pflanze ausgewahit aus 
den Gruppe der Familien Aplaceae. Asteraceae. Biassteaceae. Cucurbltaceae, Fabaceae, Pa- 
paveraceae. Rosaceae. Solanaceae. Uliaceae oder Poaceae. Weitere vorteiihafte bevorzugte 
Pflanzen sind Nutzpflanzen vortellhaft ausgewShlt aus der Gruppe der Gattung der Erdnuss, 
Raps. Canola. Sonnenblume. Safflor (Farberdistel), Olive. Sesam. Haselnuss. IVlandel. Avoca- 
25 do. Lorbeer. KQrbis. Lein. Soja. Pistazien. Borretsch. Mais. Weizen. Roggen. Hafer. Hirse. TrItI: 
cale. Reis, Gerste. Maniok, Kartoffei, Zuckerrube. Aubergine. AWaalfa sowie ausdauemde Gra- 
ser und FutterfeldfrQchte. Olpalme. GemQse (KohlgemQse. WurzelgemQse. KnollengemQse, 
HQIsengemQse. FruchtgemQse. ZwIebelgemQse. Blatt- und StielgemQse). Buchweizen. Topl- 
nambur. Ackerbohne. WIcken. Unse, Buschbohne, Lupine, Klee und Luzeme. 

30 Der erfindungsgemas venwendete Begriff "transgene Pflanze" bezieht sich auch auf die Nach- 
kommenschaft einer transgenen Rianze. z.B. die T,-. T^-. T3- und nachfolgende Rlanzengene- 
ratlonen oder die Bd-, BC2-, BC3- und nachfolgende Pflanzengeneratlonen. So kdnnen die er- 
f indungsgemaBen transgenen RIanzen aufgezogen und mil sich selbst oder anderen IndMduen 
gekreuzt werden. um weitere erflndungsgemaBe transgene RIanzen zu erhalten. Auch kSnnen 

35 transgene RIanzen durch vegetative Propagation transgener Pflanzenzellen erhalten werden. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung Ist auch von einer erflndungsgemaBen Population 
transgener RIanzen ableltbares transgenes pflanzliches Material. HIerzu gehSren RIanzenzel- 
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ten und bestlmmte Gewebe. Organe und Teile von Pflanzen in ail ihren Erscheinungsformen. 
wte Samen. Blatter. Antheren. Fasern. Wurzeln. Wurzelhaare. StSngel. Embryos, Kalll. Kotel,^ 
donen. Petlolen. Emtematerlal. pflanzliches Gewebe. reprodukHves Gewebe und Zellkulturen. 
das von der eigentllchen transgenen F»flanze abgelettet ist und/oder dazu v«rwendet werden 
kann, die transgene Pflanze hervorzubrlngen. 

Transgene RIanzen. die die im erfindungsgemafJen Verfahren synthetlsierten Aminosauren 
enthalten. konnen direkt vermarktet werden ohne dte synthetlsierten Verbindungen zu Isoheren. 
Unter Pflanzen im erf indungsgemSBen Verfahren sind aile RIanzenteite. Pflanzenorgane wie 
Blatt. Stiel. Wurzel. Knollen oder Samen oder die gesamte Pflanze zu verstehen. Der Samen 
umfasst dabei alle Samenteile wie die SamenhQIIen. Epidemils- und Samenzellen. Endospemi 
Oder Embyrogewebe. Die im erflndungsgemaBen Verfahren hergestellten Aminosauren konnen 
aber auch aus den Pflanzen in Form ihrer freien AmlnosSuren oder gebunden in Proteinen Iso- 
liert werden. Durch dieses Verfahren hergestellte Aminosauren lassen sich durch Emten der 
Organlsmen entweder aus der Kultur. in der sie wachsen. oder vom Feld emten. Dies kann uber 
15 Pressen, Mahien und/oder Extraktion. Salzfailung und/oder lonenaustauscherchromatographle 
der RIanzenteite bevorzugt der RIanzensamen. -frQchte. -knolten etc. erfolgen. 

Auf diese Weise kdnnen mehr als 50 Gew.-%, vortelihaft mehr als 60 Gew.-%. bevorzugt mehr 
als 70 Gew.-%, besonders bevorzugt mehr als 80 Gew.-%. ganz besonders bevorzugt mehr als 
90 Gew.-% der im Verfahren hergestellten Aminosauren isoliert werden. AnschHeBend kSnnen 
20 die so erhaltenen Aminosauren ggf. welter gereinigt. falls gewQnscht mit anderen Wirkstoffen 
wie Vitaminen. Aminosauren. Kohlenhydraten. Antibiotika etc. abgemischt werden und gegebe- 
nenfalls formuliert werden. 

. Eine weitere erflndungsgemaSe AusfQhrungsform 1st die Verwendung der im Verfahren herge- 
stellten Aminosauren oder der transgenen Organlsmen In Futtemtiitteln. Nahrungsmitteln. Kos- 
25 metika oder Phannazeutika. 

Dte Im Verfahren venwendeten Nukteinsauren kSnnen nach Einbringung In eIne Pflanzenzelte 
bzw. Pflanze entweder Im Plastidengenom oder bevorzugt in das Genom der Wirtszelle Integ- 
rlert sein auch eine translente Expression Ist mdglfch und kann vortelihaft venwendet werden. 
Auch eIne Produktion durch belsplelswelse eine Viruslnfeklton mit rekombinanten Virus ist prin- 

30 zlpleil mflgllch, dabei wlrd vortelihaft dte Expression des Gens bzw. der Gene erhdht. Bel Integ- 
mtion In das Genom kann dte Integration zufalisgemafi sein oder durch derartige Rekomblnation 
erfolgen. dass das native Gen durch die eingebrachte Kopie ersetzt wlrd. wodurch dte Produkti- 
on der gewQnschten Verbindung durch die Zelle moduliert wird, oder durch Venwendung elnes 
Gens in trans, so dass das Gen mit einer f unktioneiien Expresslonseinhelt. welche mlndestens 

35 eIne dte Expression elnes Gens gewahrtelstende Sequenz und mlndestens eine dte Poiyadeny- 
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lierung eines f unktionell transkribierten Gens gewShrlelstende Sequenz enthSlt. funktioneSI ver- 
bunden ist. Vortellhaft werden die NuWeinsSuren Qber Multiexpressionskassetlen Oder Konstruk- 
te zur muftiparallelen Expression von Genen In die Pflanren gebracht. In einer welteren vortell- 
haften Ausf Qhmngsf orni wird die NuWelnsauresequenz In eIner einfachen Expresslonskassette . 
Oder einem einfachen Konstrukt. das helBt ohne weltere andere NuklelnsSuresequenzen in die 
Pflanze eingebracht. Bevorzugt werden heterotoge Nukleinsauresequenzen eingebracht. 

Unter der Ven<.endung von Klonierungsvektoren in Pflanzen und bel der PflanzentransformaMon. 
wie denlenigen. die verSffentlicht sind in und dort zWert sind: Plant Molecular Btology 
and Biotechnology (CRC Press. Boca Raton. Rorida). Kapltel 6/7. S. 71-119 (1993); F.F. White. 
Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in: Transgenic Plants. Bd. 1 . Engineering and Utili- 
zation. Hrsgb.: Kung und R. Wu. Academto Press. 1993. 15-38; B. Jenes et al.. Techniques for 
Gene Transfer, in: Transgenic Plants. Bd. 1 . Engineering and Utilization. Hrsgb.: Kung und 
R. Wu. Academic Press (1993). 128-143; Potrykus. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 
42 (1991). 205-225)). lassen sich die Nukleinsauren zur gentechnologischen Veranderung eines 
breRen Sjiektrums an Pflanzen venwenden. so dass diese ein besserer Oder effizienterer Produ- 
zent von den im erf indungsgemal3en Verfahren hergestellten AminosSuren wird. DIese verbes- 
serte Produktion oder Effizienz der Produktion der AmlnosSuren Oder davon abgeleltete Pro- 
dukte. wie veranderte Proteine. kann durch direkte WIricung der Manipulation oder eine Indlrekte 
Wirkung dieser Manipulation hen/orgerufen werden. 

Es gibt eine Reihe von Mechanlsmen, durch die die Veranderung des im erfindungsgemaBen 
Verfahren venwendeten Threonin-Aldolase-Proteins die Ausbeute. Produktion und/oder Effizienz 
der Produktion der Aminosauren aus einer den transgenen RIanzen oder den Mikroorganlsmen 
wie einer Hefe. einem Pilz oder einem Bakterium aufgrund eines verfinderten Proteins direkt 
beeinflussen kann. Die Anzahl oder Akdvitfit des Threonin-Aldolase-Proteins oder -Gens kann 
25 erhSht sein. so dass durch diese Enzymaktivitat grSBere Mengen des gewQnschtes Produkts de 
novo hergestellt werden. well den Organlsmen belsplelswelse die eingebrachte enzymatische 
AkMvltat und damit die FShlgkelt zur ErtiOhung der Blosynthese vor dem EInbringen des ent- 
spiBchenden Gens fehlte. Es kann aber auch die Expression des naturllch In den Organlsmen 
voriiandenen Gens belsplelswelse durch eine verSnderte Regulation des Gens erhoht werden 
30 Oder es kann die Stabilitat der mRNA oder des Genproduktes das heiBt der Aldolase eriioht 

werden. Entsprechendes gilt fQr die Kombination mit welteren fQr die Synthese der Aminosauren 
nQtzlichen Enzymen aus dem Biosynthesestoffwechsel. Auch die Venwendung veischledener 
divergenter. d.h. auf DNA-Sequenzebene unterschledllcher Sequenzeh kann dabel vortellhaft 
sein bzw. die Venwendung von Promotoren zur Genexpression. die eine andere zeitltehe Ge- 
35 nexpression ermdglicht. 
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Durch das Einbrlngen elnes Threonin-AIdolase-Gens oder mehrerer Aldoiase-Gene In einen 
Organismus allein oder in KomWnatlon mit anderen Qenen kann nlcht nur der Blosynthesefluss 
zum Endprodukt erhaht wenlen. sondem audi eine Im Organismus vorhandene Produkt- 
Zusammsnsetzung erhfiht. verandert oder de novo geschaffen warden. Ebenso Kann die Anzahl 
Oder AkUvitat anderer Gene, die am Im- oder Export von Nahrstoffen der Zelle(n). d.e zur B.o- 
synthese der Aminosauren nStIg sind. erhoht sein. so dass die Konzentration dieser Voriaufer. 
Cofaktoren oder Zwischenverbindungen innerhalb der Zelle(n) oder innerhalb des Speicher- 
kompartlments erhSht ist. wodurch die FShlgkeit der Zellen zur Produktlon von Aminosauren. 
wie im foigenden beschrieben. weiter gesteigert wird. Durch die Optimiemng der AktivitSl oder 
Erhbhung der Anzahl von Threonin-Aldoiasenuklelnsauresequenzen und/oder weiteren Genen. 
die an der Biosynthese der Aminosfiuren beteiiigt sind. oder durch Zerst6ren der AktlvltSt einer 
Oder mehrerer Gene, die am Abbau der Aminosauren beteiiigt sind. kann die Ausbeute. Produk- 
tlon und/oder Efflzienz der Produktlon von Aminosauren Im WIrtsorganlsmus wIe der Pflanzen 
Oder der Mikroorganismen gesteigert werden. 

Durch diese Beeinf lussung des Stoffwechsels iassen sich im erfindungsgemSBen Verfahren 
weitere vorteilhatte schwefelhaltlge Verbindungen herstellen. die wenigstens ein Schwefeiatom 
kovaient gebunden enthaiten. Beisplele fOr derartlge Verbindungen sind neben Methlonin, Ho- 
mocystein. S-Adenosyimethionin. Cystein. vortellhaft Methionin und S-Adenosylmethionln. 

im Rahman der voriiegenden Erfindung umfassen die Begriffe „L-IVlethionin". „Methionln«. „Ho- 
mocystein- und „S-Adenosylmethionln" auch die korrespondierenden Salze. wie z. B. Methionin- 
Hydrochiorid oder Methionin-Suifat Die Bezeichnungen Methionin oderThreonIn soilen auch die 
Bezeichnungen L-Methionin oder L-Threonin mit umfassen. 

Die im erfindungsgemaeen Verfahren venwendeten isoiierten NukieinsauremoiekQle codieren fur 
Piotelne oder Tellen von diesen. wobel die Proteine oder das einzeine Protein oder Telien davon 
eine Aminosauresequenz enthait. die ausreichend homolog zu einer Aminosauresequenz der 
Sequenz SEQ ID NO: 2 ist, so dass das Protein oder der Teil davon eine Threonin-Aldoiase- 
Aktivitat beibehait. Vorzugsweise hat das Protein oder der Teil davon. das/der von dem Nuklein- 
sauremolekQI kodiert wird. seine wesentliche en^atische bzw. blotoglsche Aktlvltat und die 
Fahigkeit. am Stoffwechsel von Aminosauren In Pflanzen oder Mikroorganismen bzw. allgemein 
, am Pflanzen- oder Mikroorganlsmenstoffwechsel oder am Transport von MolekQIen Qber Memb- 
ranen tellzunehmen. Vortellhaft Ist das von den NuklelnsauremolekOlen kodierte Protein zu mln- 
destens etwa 30 %. 35 %. 40 %. 45 % oder 50 %. vorzugsweise mindestens etwa 60 % und 
starker bevorzugt mindestens etwa 70 %. 80 % oder 90 % und am starksten bevorzugt mindes- 
tens etwa 95 %. 98 %. 97 %. 98 %. 99 % oder mehr homolog zu einer Aminosauresequenz der 
5 Sequenz SEQ ID NO: 2. Bevorzugt ist das Protein ein Volliangen-Protein. das im wesentiichen 
in Tellen homolog zu einer gesamten Aminosauresequenz der SEQ ID NO: 2 (die von dem In 
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SEQ ID NO: 1 gezeigten offenen Leserahmen herrOhrt) ist. Weitere vorteilhafte weitere im erfin- 
dungsgemaBen Verfahren verwendete Nuklelnsauresequenzen leiten slch von den Aminosau- 
resequenzen SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4. SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ 
ID NO: 8. SEQ ID NO: 9 Oder SEQ ID NO: 10 ab. Vortellhaft sind die von diesen abgeleiteten 
5 Nukleinsauremolekule codlerten Proteine zu mlndestens etwa 70 % Oder 75 %. vorzugsweise 
etwa mlndestens 80 % oder 85 %, starker bevorzugt mlndestens etwa 90 %, 91 %, 92 % Oder 
94 % und am stdrksten bevorzugt mlndestens etwa 95 %, 96 %. 97 %, 98 %, 99 % oder mehr 
homolog zu den durch sie codlerten Aminosauresequenzen bzw. einer Aminos§uresequenz der 
Sequenz SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID 
10 NO: 8, SEQ ID NO: 9 Oder SEQ ID NO: 10. Im Sinne der Erfindung ist unter Homologie oder 
homolog, Identitat oder identisch zu verstehen. 

Unter wesentlicher enzymatischer bzw. biologischer AktivHSt der verwendeten Enzyme Ist zu 

• verstehen, dass sie gegenOber den durch die Sequenzen mit SEQ ID NO: 1 oder den von den 
Sequenzen SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ 
^5 ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 oder SEQ ID NO: 10 abgeleiteten Sequenzen und deren Derivate co- 
dlerten Proteinen/Enzymen im Vergieich noch mlndestens eine enzymatlsche bzw. biologische 
Aktivitat von mindestens 10 %, bevorzugt 20 %, besonders bevorzugt 30 % und ganz besonders 
40 % aufwelsen und damit am Stoffwechsel von Aminosauren in einer Pflanzen- oder Mikroor- 
ganismenzelle notwendigen Verbindungen oder am Transport von Molekulen iJber Membranen 
20 teilnehmen konnen, wobei vortellhaft die AminosSuren Methionin oder Lysin gemeint sind. 

Im Verfahren venvendbare NulcleinsSuren stammen vortellhaft aus Hefen wie der Familie Sac- 
charomycetaceae wie der vortellhaften Qattung Saccharomyces oder Hefegattungen wie Candi- 
da, Hansenula, Rhodotorula oder Schizosaccharomyces und der besonders vortellhaften Qat- 
tung und Art Saccharomyces cerevisiae. Ihre Sequenz Ist unter den EMBL-Accession Nummern 
25 U18779, L10830 bzw. U00092 in der EMBL-Datenbank als Produkt Gly1p (protein required for 

• glycine prototrophy), CDS complement (14603..1S766). mIt der Protein ID ="AAB64996.1" und 
db^ref=:"GI: 603634" hinterlegt. 

Altemativ konnen im erflndungsgemSBen Verfahren isolierte Nukleotidsequenzen venA^endet 
warden, die fur putative Aldolasen codieren und die an eine Nukieotidsequenz der SEQ ID NO: 1 

30 Oder in einer anderen vortellhaften Ausf Qhrungsfonm an eine Sequenz, die slch von den Se- 
quenzen SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5. SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID 
NO: 8, SEQ ID NO: 9 oder SEQ ID NO: 10 ableitet, hybrldisieren, z.B. unter stringenten 
Bedingungen hybridisieren. Die Hybridisierung sollte vortellhaft mit Fragmenten von einer LSnge 
von mindestens 200 bp, vortellhaft mindestens 400 bp, bevorzugt mindestens 600 bp, 

35 besonders bevorzugt von mlndestens 800 bp, ganz besonders bevorzugt von mindestens 1000 
bp durchgefuhrt werden. In einer besonders bevorzugten Ausf Qhrungsf orm sollte die 
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f uhrt werden. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform soJIte die Hybridislerung mit der 
gesamten Nukleinsauresequenz durchgefQhrt werden. 

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen werden vorteilhaft in einer Expressions- 
kassette (= Nukieinsaurekonstrukt). die die Expression der NukleinsSuren in einem Organismus 
vorteilhaft einer Pflanz© oder einem Mikroorganismus emiogiicht. eingebracht. 

Zum Einbringen wird der kodogene Genabschnitt vorteilhaft einer Ampiifikation und Ugation in 
bekannter Weise untenworfen. Vorzugswelse geht man in Aniehnung an das Protokoli der Pf u- 
DNA-Polymerase oder eines Pfu^aq-DNA-Polymerasegemisches vor. Die Primer werden in 
Aniehnung an die zu amplifizierende Sequenz gewShlt. ZweckmaBigenweise sollten die Primer 
I so gewahit werden. dass das Ampiifikat die gesamte kodogene Sequenz vom Start- bis zum 
Stop-Kodon umfasst. Im Anschluss an die Ampiifikation wird das Ampiifikat zweckmaBigerwe.se 
analysiert. Beispielsweise kann die Analyse nach gelelektraphoretischer Auftrennung hinslchthch 
Qualitat und Quantitat erfolgen. Im Anschluss kann das Ampiifikat nach einem Standardprotokoll 
gereinigt werden (z.B. Qiagen). Ein Aliquot des gereinigten Ampliflkals steht dann fOr die nach- 
5 folgende Kionierung zur VerfQgung. Geeignete Klonterungsvektoren sind dem Fachmann allge- 
meln bekannt. HIerzu gehoren Insbesondere Vektoren. die in bakteriellen Systemen replizierbar 
sInd. also vor allem Vektoren. die eine efflziente Kionierung in E. coll gewahrieisten, und die 
stabile Transformation von Pflanzen erm6giichen. Zu nennen sind insbesondere verschiedene 
fQr die T-DNA-vemiittelte Transformation geeignete. binare und co-integrierte Vektorsysteme. 
0 Derartige Vektorsysteme sind in der Regel dadurch gekennzeichnet. dass sie zumindest die f Or 
die Agrobakterium-vermittelte Transfonnation benotlgten vir-Gene sowie die T-DNA begrenzen- 
den Sequenzen (T-DNA-Border) beinhaiten. Vorzugswelse umfassen diese Vektorsysteme auch 
weitere cis-regulatorische Regionen wie Promotoren und Temnlnatoren und/oder Selekttons- 
marker. mit denen entsprechend transformierte Organismen Wentifiziert werden kdnnen. Wah- 
>5 rend bei co-integrlerten Vektoreystemen vlr-Gene und T-DNA-Sequenzen auf demselben Vektor 
angeordnet sind, basleren binare Systeme auf wenlgstens zwei Vektoren. von denen einer vir- 
Gene. aber keine T-DNA und ein zweiter T-DNA. jedoch kein vir-Qen tragt. Dadurch sind letzte- 
re Vektoren relaliv klein. lelcht zu manlpuHeren und sowohl in E.-coli als auch in Agrobacterium 
zu replizleren. Zu diesen binaren Vektoren gehoren Vektoren der Serien pBIB-HYG. pPZP, 
30 pBecks. pGreen. ErfindungsgemaB bevorzugt venwendet werden Bin19. pBI1 01 . pBinAR, 

pGPTV und pCAiyflBIA. Eine Obersicht Qber binare Vektoren und ihre Venwendung gibt Hellene 
et al. Trends in Plant Science (2000) 5. 446-451. FQr die Vektorpraparalion kdnnen die Vekto- 
ren zunachst mit Restriktlonsendonuklease(n) linearisierl und dann in geeigneter Weise enzy- 
matisch modifiziert werden. Im Anschluss wird der Vektor gereinigt und ein Aliquot fQr die Wo- 
35 nierung elngesetzl. Bei der Ktonlerung wird das enzymatlsch geschnrtlenen und erforderlichen- 
falls gereinigten Ampiifikat mit ahnlteh prfiparierten Veklorfragmenten mit Einsatz von Ugase 
kionlert. Dabei kann ein besHmmtes Nukieinsaurekonstrukt bzw. Vektor- oder Plasmidkonstrukt 
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einen oder auch mehrere kodogene Genabschnltte aufweisen. Vorzugswelso sind d'.e kodogs- 
nen Genabschnitte in diesen Konstrukten mit iBgulatorischen Sequenzen funkfional verknOpft. 
Zu den regulatorischen Sequenzen gehoren Insbesondere pflanzltehe Sequenzen wie die oben 
beschriebenen Promotoren und Tenninatoren. Die Konstrukte lessen sich vortellhafterweise in 
Mikroorganlsmen. Insbesondere Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens. unter selekt.- 
ven Bedlngungen staWI propagieren und ennSglichen eInen Transfer von heterologer DNA .n 
Pflanzen oder andere MIkroorganismen. GemSQ einer besonderen Ausfuhrungsfomr, basieren 
die Konstmkte auf binSren Vektoren (Uberslcht zu binaren Vektoren in Heilens et al.. 2000). 
Diese belnhalten in der Regel prokaryotische regulatorlsche Sequenzen. wie Replikation- 
sursprung und Selektionsmarker. zur Venmehrung in Mikroorganlsmen wie Escherichia coll und 
Agrobacterium tumefaciens, und Agrobakterium-T-DNA-Sequenzen zwecks Transfer von DNA 
in Pf lanzengenome. Von der gesamtem T-DNA-Sequenz aus Agrobacterium wird zumlndest die 
rechte. etwa 25 Basenpaare umfassende Border-Sequenz bendtigt. Gew6hnllch belnhalten die 
erflndungsgemSBen VekloriconstrukteT-DNA-Sequenzen sowohl aus dem rechten wie auch aus 
dem Hnken Begrenzungsberelch. welche 2weckm§Blge Erkennungsstellen f Qr ortsspezlfisch 
agierende Enzyme, die wiederum von einem Tell der vir-Gene kodiert werden. belnhalten. Ge- 
elgnete Wlrtsorganlsmen sind dem Fachmann bekannt. Vorteilhafte Organismen sind in dieser 
Anmeldung welter oben beschrieben. Hierzu zShlen vor aliem bakterielie Wirte, von denen einl- 
ge berefts oben im Rahmen von Spender-Mikroorganlsmen genannt sind. Z.B. MIkroorganismen 
wie Pilze wie die Gattung Claviceps oder Aspergillus oder gr^-posilive Bakterien wie die Gat- 
tungen Bacillus. Corynebacterium. Micrococcus. Brevibacterium, Rhodococcus. Nocardla. Ca- 
seobacter oder Arthrobacter oder gram-negative Bakterien wie die Gattungen Escherichia. Fla- 
vobacterium oder Salmonella oder Hefen wie die Gattungen Rhodotomla. Hansenula oder Can- 
dida. Besondere vortellhaft sind Organismen ausgewfihll aus der Gruppe der Gattungen Cory- 
nebacterium. Brevibacterium. Escherichia. Bacillus. Rhodotorula. Hansenula. Candida. Clavi- 
ceps Oder Fiavobacterium. Gans besonders vortellhaft werden im erfindungsgemSBen Verfah- 
ren Mikroorganlsmen ausgewahit aus der Gruppe der Gattungen und Arten bestehend aus Han- 
senula anomala. Candida utllls. Claviceps purpurea. Bacillus circulans, Bacillus subtills. Bacillus 
sp., Brevibacterium aibldum. Brevibacterium album. Brevibacterium cerinum. Brevibacterium 
flavum. Brevibacterium giutamigenes, Brevibacterium iodlnum. Brevibacterium ketoglutamlcum. 
Brevibacterium lactofermentum. Brevibacterium linens. Brevibacterium roseum. Brevibacterium 
saccharolyticum, Brevibacterium sp.. Corynebacterium acetoacldophilum. Corynebacterium 
acetoglutamlcum. Corynebacterium ammonlagenes. Corynebacterium glutamlcum (= Micrococ- 
cus glutamlcum). Corynebacterium melassecola. Corynebacterium sp. oder Escherichia coll 
i spezlell Escherichia coll K12 und dessen beschriebene StSmme venwendet. ErfindungsgemaB 
vortellhaft bevorzugt sind Wlrtsorganlsmen der Gattung Escherichia, insbesondere Escherichia 
coli. und Agrobacterium. insbesondere Agrobacterium tumefaciens oder Rianzen ausgewahit 
aus den Famillen Aceraceae. Anacardiaceae. Apiaceae, Asteraceae. Brasslcaceae. Cactaceae. 
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Cucurbitaceae. Euphorblaceae. Fabaceae. Malvaceae. Nymphaeaceae. Papaveraceae. Rosa- 
ceae. Salicaceae. Solanaceae. Arecaceae. Bromellaceae. Cyperaceae. Iridaceae. Llllaceae 
Orchldaceae. Gentlanaceae. Labiaceae. Magnollaceae. Ranunculaceae. Carifolaceae. Rubla- 
ceae. Sc«>phularlaceae. Caryophyllaceae. Ericaceae. Potygonaceae. VIolaceae. Juncaceae 
Oder Poaceae bevorzugt einer Pflartze ausgewflhlt aus den Gruppe der FamHien Apiaceae. 
Asteraceae. Brasslcaceae. Cucurbitaceae. Fabaceae. Papaveraceae. Rosaceae. Solar,a<^ae 
Ullaceae Oder Poaceae. Weltere vorteilhatte bevorzugte PfJanzen slnd Nutzpflanzen vorte.lhaft 
ausgewShlt aus der Gruppe der Gattung der Erdnuss. Raps. Canola. Sonnenblume. Safftor 
(FSrberdlstet). Olive. Sesam. Haseinuss. Mandel. Avocado. Lorbeer, KOrbis. Leir). Soia. Pista- 
zien Borretsch. Mais. Weizen. Roggen. Hafer. Hli^e. Triticale. Reis. Gerste. Manlok. torloffel. 
ZuclierrQbe. FutterrQbe. Aubergine sowie ausdauemde GrSser und FutterfeldfrOchte. Olpalme. 
Gemuse (KohlgemQse. WurzelgemOse. KnoJIengemOse. HQIsengemQse. FruchtgemQse. Zwle- 
belgemOse. Blatt- und StIelgemQse). Buchwelzen. Topinambur. Ackerbohne. Wicken. Linse. . 
Alfaalfa. Buschbohne. Lupine. Klee und Luzerne. Zum EInbringen der im erfindungsgemaBen 
Verfahren venwendeten NuklelnsSuren In eine Pf lanze hat es sich als vorteilhaft enwiesen diese 
zunachst in einen Zwischenwirt. z.B. ein Bakterium. zu Qbertragen. Als zweckmaBig hat sich 
hierbei die Transformation in E. coll enviesen. die in an sich bekannter Weise. z.B. mittels Hitze- 
schock Oder Elektroporatlon. durchgefOhrt werden kann. So kSnnen die transformierten E. coli- 
Kolonien hinsichtlich der Kloniemngseff izienz untersucht werden. Dies kann mil Hilfe eIner PGR 
20 erfolgen. Dabei kann sowohl die identitat als auch die IntegritSt des Plasmldkonstmkts anhand 
einer definierten Kolonienzahl QberprOft werden. Indem man eIn Aliquot der Kdonien besagter 
PGR untenwirft. HlerfOr werden in der Regel unlverselie. von Vektorsequenzen abgeleltete Pri- 
mer eingesetzt. wobel der fonward-Primer stromaufwarts vom Start-ATG und der reverse-Primer 
stromabwarts vom Stop-Kodon des kodogenen Genabschnitts angeordnet ist. Die Ampllfikate 
25 werden eiektrophoretisch aufgetrennt und hinsichtlich Quantitat und QualitSt bewertet. Wird ein 
Fragment In der entsprechenden GrfiBe detektiert. erfoigt eine positive Bewertung. Die gegebe- 
nenfalls QberprQften Plasmidkonstrukte werden anschiieBend fQr die Transformation der Pflan- 
zen venwendet. Hierfur kann es zunachst erforderlich sein, die Konstrukte aus dem Zwischenwirt 
zu gewinnen. Belspieisweise lassen sich die Konstrukte als Plasmlde aus bakteriellen Wirten in 
Aniehnung an eine herkommllche Plasmidisollerung gewinnen. Es slnd zahiretehe Verfahren zur 
Transformation von Pflanzen bekannt Da erflndungsgemSB eine stabile Integration heterologer 
DNA In das Genom von Pflanzen von Vortell Ist. hat sich insbesondere die T-DNA-vemiittelte 
Transfomiatlon als zweckmfiBlg enwiesen. Hierzu Ist es zunSchst erforderlich. geeignete Vehi- 
kel. Insbesondere AgixAaklerlen. mil dem kodogenen Qenabschnitt bzw. dem entsprechenden 
35 Plasmldkonslrukt zu transfomileren. Dies kann in an sich bekannter Weise erfolgen. Belspieis- 
weise kann man das obigen AusfQhrungen entsprechend erzeugte Plasmidkonstrukt mittels 
Elektroporatlon Oder Hitzeschock in kompetente Agrobakterien transfomiieren. Prinzipieil ist 
hierbei zwischen der Blldung co-lntegrierter Vektoren einerseits und der Transformation mil 
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binaren Vektoren zu unterschelden. Bet der ersten Alternative welsen die den kodogenen 
Genschnitt umfassenden Velclorkonstruicte Iceine T-DNA-Sequenzen auf, sondem die Bildung 
der co-lntegrierten Veldoren erfoigt in den Agrobalcterien durch homologe Rekomblnation des 
Vektorkonstruktes mltT-DNA. Die T-DI^ liegt in den Agrobakterien in Pom von Ti- oder Ri- 
Plasmiden. in denen die Onkogene zweckmSBIgenweise durch exogene DNA ersetrt wurden. 
vor Venorendet man blnSre Vektoren. so kannen diese durch bakterielle Konjugation oder d.rek- 
ten Transfer auf Agrobakterien Qbertragen warden. Diese Agrobakterien enthaiten zweckmaB.- 
gen^eise berelts den Vektor. der die vir-Gene tragt (hSuf ig als HeIfer-Ti(Ri)-Plasmid bezetohnet). 
Zusammen mit dem Plasmldkonstrukt und der T-DNA konnen zweckmSBigenvelse auch ein 
Oder mehrere Marker ven«endet werden. anhand derer die Selektfon transfonnlerter Agrobakte- 
rien und transformierter Pf lanzenzeilen m6gllch ist. FQr diesen Zweck wurde eine VIelzahl von 
l^arkem entwickelt. Hierzu gehSren belspielswelse solche. die eine Resistenz gegen Ghto- 
ramphenicol. Kanamycin. dem AminoglykosW 8418. Hygromycin und ahnllches verleihen.. In 
der Regel ist es enwQnscht. dass die PlasmWkonstmkte an einer oder beiden Seiten des kodo- 
genen Qenabschnltts durch T-DNA flanklert sind. Dies ist insbesondere dann von Nutzen. wenn 
Bakterien der Arten Agrobacterium tumefaclens oder Agrobacterium rhizogenes fQr die Trans- 
formation venwendet werden. Eine erfindungsgemaB bevorzugte IVIethode ist die Transfomiation 
mtt Hiife von Agrobacterium tumefaciens. Aber auch biolistische IVIethoden konnen vorteilhaft 
zum Einbringen der Sequenzen im erfindungsgemSBen Verfahren verwendet werden. auch das 
20 Einbringen mittels PEG ist mSglich. Die transfomilerten Agrobakterien konnen In an sich be- 
kannter Weise kultiviert werden und stehen damit fOr eine zweckmSBIge Transformation der 
Pflanzen bereit. Die zu transformlerenden Pflanzen oder RIanzenteiie werden In hericSmmlicher 
weise angezogen bzw. bereltgestelit. AnschlleBend ISsst man die transformierten Agrobakterien 
so lange auf die Rianzen bzw. Pflanzentelle einwirken. bis eine hinreichende 
25 Transformationsrate errelcht ist. Das Einwirken der Agrobakterien auf die Pflanzen bzw. 

Pflanzentelle kann In unterschiedlicher Art und Weise erfolgen. Belspielswelse kann man eine 
Kultur morphogener pfianzlicher Zeiien oder Gewebe verwenden. Im Anschluss an den T-DNA- 
Transf er werden die Bakterien in der Regel durch Antiblotlka elimlniert und die Regeneration 
pflanzllchen Gewebes induziert. Insbesondere venwendet man hierzu geelgnete pflanzliche 
30 Homione. urn nach anf§nglicher Kalius-Bildung die Sprossentwicklung zu fordem. Eine 
vorteilhafte Transformatlonsmethode Ist die Transformation In planta. Hierzu kann man 
belspielswelse die Agrobakterien auf pflanzliche Samen einwlri<en lessen oder 
Pflanzenmeristem mIt Agrobakterien Inokulleren. ErfindungsgemSB hat es sich Insbesondere als 
zweckmSBIg enwiesen. eine Suspenston transfonnlerter Agrobakterien auf die gesamte Pflanze 
35 Oder zumlndest die BIQtenanlagen einwiricen zu lessen. Diese wird anschlieBend welter 

angezogen. bis Samen der behandelten Pflanze gewonnen werden (Ciough und Bent. Plant J. 
(1998) 16, 735-743). Zur Auswahl transformierter Pflanzen wird das aus der Transformation 
gewonnene pflanzliche IVIaterial in der Regel selektlven Bedingungen untenworfen. so dass 
transfomtlerte von nichttransformierten Pflanzen unterschieden werden kSnnen. Belspielswelse 



Metanomics GmbH & Co. KGaA 20020960 PF 54195 



25 

den werden konnen. Belspielsweise konnen die In der vorstehend beschriebenen Art und Welse 
gewonnenen Samen emeut ausgebracht und nach Anzucht einer geeigneten SprQhselektion 
untenAforfen werden. Eine weltere Mdglichkeit besteht darin, die Samen, erforderlichenfalls nach 
Sterilisation, auf Agarplatten unter Venwendung eines geeigneten Selektionsagens so anzuzie* 
5 hen, dass lediglich die transformierten Samen zu Pflanzen anwachsen kdnnen. Weltere vorteil- 
hafte Transfomiatlonsmathoden insbesondere von Pflanzen sind dem Fachmann bekannt und 
werden im foligenden beschrleben. 

!m erflndungsgemaSen Verfahren werden die fOr im erfindungsgem&Ben Verfahren verwende- 
ten Threonin-Aldolase codierenden Nukleinsauresequenzen mit einem oder mehreren Regulati- 
10 onssignalen vorteilhafterweise zur Erhdhung der Genexpression funktionell verknQpft. Diese 
regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression der Gene und die Proteinexpression 
enmSglichen. Dies kann belspielsweise ]e nach Wirtsorganismus (» transgener Organlsmus z.B. 
Pflanze oder Mikrobrganismus) bedeuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert und/oder 
I Qberexprimiert wird, oder dass es sofort exprimiert und/oder Qberexprimiert wird. Belspielsweise 
15 handett es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen um Sequenzen an die Induktoren oder 
Repressoren binden und so die Expression der Nukleinsaure regulieren. ZusatzHch zu diesen 
neuen Regulationssequenzen oder anstelle dieser Sequenzen kann die naturilche Regulation 
dieser Sequenzen vor den eigentlichen Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenfalls 
genetisch verSndert worden sein, so dass die natOriiche Regulation ausgeschaltet und die Ex- 
20 presslon der Gene erhdht wurde. Die Expressionskassette (= Expressionskonstrukt = Gen- 

konstrukt - NukleinsSurekonstrukt) kann aber auch einfacher aufgebaut sein, das heiBt es wur- 
den keine zusStzlichen Regulationssignafe vor die NuklelnsSuresequenz oder dessen Derivate 
Inserlert und der natQrIiche Promoter mit seiner Regulation wurde nicht entfernt. Stattdessen 
wurde die natOriiche Regulationssequenz so mutiert, dass keine Regulation mehr erfolgt 
25 und/oder die Genexpression gesteigert wird. Diese verSnderten Promotoren kdnnen In Fonm von 
Teilsequenzen (= Promoter mit Teilen der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen) auch 
allein vor das natQrIiche Gen zur Steigerung der Aktivitat gebracht werden. Das Genkonstrukt 
kann auBerdem vorteilhafterweise auch eine oder mehrere sogenannte "enhancer Sequenzen" 
funktionell verknQpft mit dem Promoter enthalten, die eine erhShte Expression der Nukleinsau- 
30 resequenz ermaglichen. Auch am 3'-Ende der DNA-Sequenzen konnen zusatzliche vorteilhafte 
Sequen^n inserlert werden wie weltere regulatorische Elemente oder Tenninatoren. Die Nuk- 
letnsauresequenz(en), die fOr die Threonin-Aldolase-Protelne codiert(en), kann (kdnnen) In einer 
Oder mehreren Kopien in der Expressionskassette (- Nukleinsaurekonstrukt) enthalten sein. 
Vorteiihaft liegt nur Jewells eine Kopie der Gene in der Expressionskassette vor. Dieses Nuklein* 
35 saurekonstrukt oder die Nukleinsaurekonstrukte kSnnen zusammen im Wirtsorganismus expri- 
miert werden. Dabei kann das NukleinsSurekonstrukt oder die Nukleinsaurekonstrukte in einem 
Oder mehreren Vekteren inserlert sein und frei In der Zelle voriiegen oder aber im Genom inse- 
rlert sein, vorteiihaft. Im Falle von RIanzen kann eine Integration Ins Plastidengenom oder be- 
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vorzugt in das Zellgenom erfolgt sein. Es 1st vortellhaft fQr die Insertion welterer Gene Im Wlrts- 
genom. wenn die zu exprimlerenden Gene zusammen in einem Genkonstrukl voriiegen. 

Regulatorisohe Sequenzen sind In der Regel stromaufwarts (5^. innerhalb und/oder stromab- 
warts (3-) in Bezug auf eine bestimmte NukleinsSure bzw. einen bestimmten kodogenen Ge- 
nabschnitts angeordnet. Sie kontrollieren insbesondere die Transkription und/oder Translatfon 
sowie die Transkriptstabilitat des kodogenen Genabschnitts. gegebenenfalls in Zusammenspjel 
mit weiteren zellelgenen f unktionellen Systemen wie dem Protelnbtosynthese-Apparat der Zeile. 

Zu regulatorischen Sequenzen gehSren vor allem stromaufwarts (5') angeordnete Sequenzen. 
welche insbesondere die Regulation der Transkriptionsinitiation betreffen, wie Promotoren. und 
stromabwarts (3') angeordnete Sequenzen. weiche vor allem die Regulation der Transknpt.- 
onstermination betreffen, wie Polyadenylierungssignale. 

Grundsatzllch sind alle Promotoren einsetzbar. wetehe die Transkription von Genen in Organis- 
men wie Mikroorganismen. Pflanzen oder Nlcht-humanen Tieren stimulieren k6nnen. Gee.gnete 
in diesen Oiganismen f unktionsfShige Promotoren sind aligemeln bekannt. Es kann s.ch urn 
konstltutlve oder Induzierbare Promotoren handeln. Geetgnete Promotoren konnen in mehrzell.- 
gen Eukaryonten eine entwicklungs- und/oder gewebespezifisch Expression ermogllchen, so 
kSnnen in Pflanzen vortellhaft Blatt-. Wurzel-. BIQten-. Samen-. SchiieBzellen- oder Frucht- 
spezlfisclie Promotoren venwendet werden. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren kfinnen dabei wie oben beschrieben vorzugswei- 
se die Genexpression der eingefQhrten Gene positiv beeinflussen und dadurch erhohen. So 
icann eine VerstSrkung der regulatorischen Eiemente vorteilhaftenweise auf der Transkriptionse- 
bene erfdgen. indem starke Transkriptlonssignale wie Promotoren und/oder "Enhancer" ver- 
wendet werden. Daneben ist aber auch eine VerstSrkung der Translation mSgllch. indem z.B. 
Translatlonsenhancersequenzen eingefOhrt werden oder die StabiUtat der mRNA verbessert 

wird. 

Eine weitere AusfQhrungsfom. der Erfindung sind ein oder mehrere Nuklelnsaurekonstrukte. die 
eine oder mehrere Nukleinsauresequenzen enthalten. die durch SEQ ID NO: 1 definiert sind und 
fQr die in SEQ ID NO: 2 wiedergegebenen Polypeptide kodieren. Eine weitere vorteilhafte Aus- 
fOhrungsfomi der Erfindung sind ein oder mehrere Nuklelnsaurekonstrukte. die eine oder meh- 
) rere Nukleinsauresequenzen enthalten, die sich von den erfindungsgemaSen Sequenzen SEQ 
ID NO: 3. SEQ ID NO: 4. SEQ ID NO: 5. SEQ ID NO: 6. SEQ ID NO: 7. SEQ ID NO: 8. SEQ ID 
NO: 9 Oder SEQ ID NO: 10 ableiten lessen. Die genannten Polypeptide haben vortellhaft eine 
Threonin-Aldolase- AktMtat Glefches giitfOr Ihre Homologen. Derivate oder Analoga. die funkti- 
onsffihig mit einem oder mehreren Regulatlonsslgnalen. vorteilhaftenweise zur Steigerung der 
5 Genexpresston, verbunden sind. 
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Vortellhatte Regulatlonssequenzen f Or das neue Verfahren liegen beisplelswelse In Promotoren 
vor. wie dem cos-, tac^. rha-. trp-. tet-. trp-tet-. Ipp-. lao-. Ipp-lao-. lacl*'T7-, T&-. gal-, 
trc^ ara- SP6-, A-P«- oder A-Pu-Promotor. die vortellhaftervi/else in Gram-negativen Bakterien 
ven/irendet weixlen. Weitere vorteilhafte Regulatlonssequenzen liegen beisplelswelse in den 
Gram-positlven Promotoren amy. dnaK. xylS und SP02. in den Hefe- oder Pilzpromotoren 
ADC1 MFo. AC. P-60. UASH. MCB. PHO. CYC1. GAPDH. TEF. rp28. ADH oder in den Rlan- 
zenpr^motoren CaMV/35S [Franck et al.. Ceil 21 (1980) 28&-294. US 5.352.6051, PRP1 [Ward 
et al Plant Mol. Biol. 22 (1993)], SSU. PGEL1 , DCS [Lelsner and Geivin (1988) Proc Natl Acad 
Sol USA 85(5):2553-25571, Iib4. usp, mas [Comal et al. (1990) Plant Mol Biol 15 (3):373-381], 
STLS1 ScBV Schenk et al. (1999) Plant Mol Biol 39(6):1 221 -1230, B33. SAD1 Oder SAD2 
(Flachspromotoren. Jain et al.. Crop Science. 39 (6), 1999: 1696 - 1701) oder nos [Shaw et al. 
(1984) Nucleic Acids Res. 12(20):7831 -78461. Auch die verschledenen Ubiqultinpiomotoren aus 
Arabidopsis [Cams et al.(1990) J. Biol. Chem.. 265:12486- 12493; Holtorf S et al. (1995) Plant. 
Mol. Biol.. 29:637-7471. Plnus. Mais [(Ubll und Ubi2). US 5.510.474; US 6.020.190 und US 
6.0545741 Oder Petersille [Kawalleck et al.. Plant Molecular Biology. 21. 1993: 673 - 6841 oder 
Phaseolln-Promotor konnen vortellhatt venwandt warden. In diesem Zusammenhang vorteilhaft 
sind ebenfalis Induzlerbare Promotoren. wie die in EP-A-0 388 186 (Benzytsulfonamid- 
Induzierbar). Plant J. 2. 1992:397-404 (Gatzet al.. Tetracyclin-induzierbar). EP-A-0 335 528 
(Abzlsinsaure-lnduzierbar) oder WO 93/21334 (Ethanol- oder Cyciohexenoi-induzierbar) be- 
schriebenen Promotoren. Weitere geeignete Pflanzenpromotoren sind der Promoter von cytoso- 
lischer FBPase oder der ST-LSI-Promotor der Kartoffel (Stockhaus et al.. EMBO J. 8. 1989, 
2445), der Phosphoribosylpyrophosphatamidotransferase-Promotor aus Glycine max (Genbank- 
Zugarigsnr. U87999) oder der in EP-A-0 249 676 beschriebene nodienspezttische Promoter. 
Besonders vorteilhafte Promotoren sind Promotoren. welche die Expression in spezlflschen 
Geweben ermdgilchen oder eine prSferenzielle Expression in bestlmmten Geweben zeigen. 
Vorteilhaft sind auch samenspezHische Promotoren. wie der ausfOhrungsgemaBe USP Promo- 
tor aber auch andere Promotoren wie der LbB4-, DC3-, SAD1 -, Phaseolin- oder Napin- 
Prwnotor. Weitere besonders vorteilhafte Promotoren sind samenspezlfische Promotoren. die 
fQr monokotyle oder dikotyle RIanzen venvendet werden konnen und in US 5.608.152 (Napin- 
Promotor aus Raps). WO 98/45461 (Oieosin-Promotor aus Arobidopsis). US 5.504.200 (Phase- 
olin-Promotor aus Phaseolus vulgaris). WO 91/13980 (Bce4-Promotor aus Brassica). von 
Baeumlein et al.. Plant J., 2. 2. 1992:233-239 (L6B4-Prbmotor aus einer Legumlnose) beschrie- 
ben sind, wobei sich dlese Promotoren fOr DIkotyledonen elgnen. Die folgenden Promotoren 
eignen sIch beisplelswelse fQr Monokotyledonen lpt-2- oder Ipt-I-Promotor aus Gerete (WO 
; 95/15389 und WO 95/23230). Hordeln-Promotor aus Gerste. der Ubkjultln-Promotor aus Mais 
und andere. In WO 99/16890 beschriebene geeignete Promotoren. 

Es 1st im Prinzip moglich. alle natOrllchen Promotoren mit ihren Regulationssequenzen. wie die 
oben genannten. f Or das neue Verfahren zu venwenden. Es 1st ebenfalis m6gllch und vorteilhaft. 
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zusatzlich Oder alleine synthetlsche Promotoren zu verwenden. besonders wenn sie eIne Sa- 
men-speziflsche Expression vermitteln. wie zB. beschrieben In WO 99/16890. 

Um elnen besonders eHekBven Gehalt an Threonin-Aldolase-Protelnen in transgenen Pf lanzen 
zu erzlelen. k6nnen die codlerten Biosynthesegene vortellhaft konstitutiv und/oder samen-. 
5 frucht- Oder knollenspeziflsch In Pflanzen exprlmlert werden. In einer weiteren vorteilhaften 
Ausf Qhrungsf orm konnen sle aber auoh induzierbar exprlmlert werden. so dass sle gezielt in 
einer gewOnschten Wachstumsphase der Pflanze induzlert und damit exprlmlert werden HIerzu 
k6nnen Samen-spezlfische Promotoren venwendet werden. bzw. solche Promotoren die Im 
Embryo und/oder Im Endospemi aktiv sind. Samen-spezlflsche Promotoren k5nnen prlnziplell 
1 0 sowohl aus dikotolydonen als auch aus monokololydonen Pflanzen Isollert werden. Im foigenden 
sInd vortellhafte bevorzugte Promotoren aufgefQhrt: USP (= unknown seed protein) und V.cli.n 
(Viciafaba) paumieln etal.. Mol. Gen Genet.. 1991. 225(3)]. Napln (Raps) [US 5.608.152]. A- 
cyl-Carrier Protein (Raps) [US 5.315.001 und WO 92/18634], Oleosin (Arabidopsis thaiiana) 
[WO 98/45461 und WO 93/20216], Phaseolin (Phaseolus vulgaris) [US 5.504.200], Bce4 [WO 
15 91/13980], Leguminosen B4 (LegB4-Promotor) [Baumleln et al.. Plant J.. 2.2. 1992]. lp\2 und 
IptKGerste) [WO 95/15389 u. WO95/23230]. Samen-spezlflsche Promotoren aus Rels. Mais u. 
Weizen [WO 99/16890], Amy32b, Amy 6-6 und Aleurain [US 5.677,474], Bce4 (Raps) 
[US 5.530.149]. Giycinin (Soja) [EP 571 741], Phosphoenol-Pyruvatcarboxylase (Soja) 
[JP 06/62870], ADR12-2 (Soja) [WO 98/08962], Isodtrallyase (Raps) [US 5.689,040] Oder p- 
20 Amylase (Gerste) [EP 781 849]. 

Die Rlanzengenexpression ISsst sich auch uber elnen chemisch Induzierbaren Promoter er- 
ieichtem (siehe eine Obersicht In Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol.. 48:89- 
108) Chemisch Induzierbare Promotoren eignen sich besonders. wenn gewQnscht wird. dass 
die Genexpression auf zeitspezlf Ische Weise erfolgt. Belsplele fQr solche Promotoren sInd ein 
25 Salicylsaure-induzlerbarer Promoter (WO 95/19443), eIn Tetracyclin-induzlerbarer Promoter 
(Gatz et al. (1992) Plant J. 2. 397-404) und eln Ethanol-lnduzlerbarer Promoter. 

Auch eIne Expresston spezlfisch In Gymnospermen oder Angiospemnen 1st prlnziplell moglich 

um eIne stabile Integration Im erfindungsgemaflen Verfahren venvendeten Nuklelnsaurese- 
quenzen In Komblnatlon mlt weiteren Biosynthesegene In die transgene RIanze Qber mehrere 
30 Generation sicherzustellen, sollte Jede der Im Verfahren veniyrendeten NuklelnsSuren. die fQr die 
AMolasen codleren. unter der Kontrolle eines elgenen bevorzugt eines unterschledlichen Promo- 
tors exprlmlert werden. da sfch wiederholende Sequenzmotive zu Instabllitat der T-DNA bzw. zu 
Rekombinatlonsereignlssen bzw zu Silencing fOhren k6nnen. Die Expressionskassette ist dabe. 
vortellhaft so aufgebaut. dass elnem Promoter eine geeignete Schnittstelle zur Insertion der zu 
35 expremlerenden Nuklelnsaure folgt vortellhaft In einem Polylinker anschlleBend gegebenenfalls 



Metanomics GmbH & Co. KGaA 20020960 



29 

ein Terminator hlnter dem Polylinker liegt. Dlese Abfolge wiederhoit sich mehrfach bevorzugt 
drei-. vier- Oder f Onfmal. so dass bis zu fOnf Gene in elnem Konstmkt zusammengefQhrl weolen 
und so zur Expression In die transgene Pflanze ehgebracht werden kOnnen. Vorteilhaft wieder- 
holt slch die Abfolge bis zu drelmal. Die NuWelnsSuresequenzen werden zur Expression uber 
die geelgnete Schnlllstelle belsplelswelse im Polylinker hinter den Promoter inseriert. Vorteilhaft 
hat jede Nuklelnsauresequenz Ihren eigenen Promoter und gegebenenfalls ihren elgenen Ter- 
minator. Es 1st aber auch m6glich mehrere NuklelnsSuresequenzen hinter einem Promoter und 
ggf vor einem Temiinator zu Inserieren. Dabei ist die Insertionssteiie bzw. die Abfolge der inse- 
rlerten Nukieinsauren in der Expressionskassette nicht von entscheidender Bedeutung. das 
heiBt eine Nuklelnsauresequenz kann an erster Oder letzler Steile In der Kassette Inseriert seln, 
ohne dass dadurch die Expression wesentilch beelnflusst wlrd. Es kdnnen In der Expressions- 
kassette vorteilhaft unterschledliche Promotoren wie belsplelswelse der USP-. der LegB4-. der 
DC3-Promotor Oder der Ublqultin-Promotor aus Petersllle und unterschledliche Termlnatoren 
venwendel werden. Es Ist aber auch m8glich nur elnen Promotortyp In der Kassette zu venwen- 
5 den. Dies kann jedoch zu unenwOnschten Rekomblnalionsereignissen oder Silenclngeffekten 
fQhren. Elne weitere vortellhafte Nuklelnsauresequenz. die in Komblnatlon mit den im Verfahren 
venwendeten Sequenzen und/oder den vorgenannten Biosynthesegenen exprimiert werden 
kann. ist die Sequenz fur einen ATP/ADP-Translokator wIe sle in WO 01/20009 beschrieben 
wird.'Dieser ATP/ADP-Translokator fQhrt zu einer Steigerung der Synthese der essentleilen 
20 AmlnosSuren Lysln und/oder Methionin. 

Wle oben beschrieben sollte die Transkriptlon der elngebrachten Gene vorteilhaft durch geelg- 
nete Termlnatoren am 3'-Ende der elngebrachten Blosynthesegene (hinter dem Stopcodon) 
abgebrochen werden. Venwendet werden kann hler z.B. der 0CS1 Terminator. Wie auch fQr die 
Promotoren. so sollten hler fQr jedes Gen unterschledliche Temiinatorsequenzen verwendet 
25 werden. 

Das GenkonstrukI kann. wle oben beschrieben. auch weitere Gene umfassen. die In die Orga- 
nlsmen eingebracht werden sollen. Es 1st mSgllch und vorteilhaft. in die Wirtsorganismen Regu- 
latlonsgene. wle Gene fQr Indukloren. Repressoren oder Enzyme, welche durch ihre Enzymakti- 
vltat in die Regulation elnes oder mehrerer Gene elnes Biosynthesewegs eingreifen. einzubrin- 

30 gen und darin zu exprimieren. Diese Gene k6nnen heterologen oder homologen Ursprungs seln. 
Weiterhin kSnnen vorteilhaft im NukleinsSurekonstrukt bzw. Genkonstmkt weitere Blosynthese- 
gene enthalten seln oder aber diese Gene k6nnen auf einem weiteren oder mehreren weiteren 
Nukleinsaurekonstmkten llegen. Vorteilhaft werden als Blosynthesegene Gene des Amlnosftu- 
restoffwechsels. der Glykolyse. des Tricarbonsaurestoffwechsels oder deren Komblnatlonen 

35 verwendet. 
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Dabel konnen die vorgenannten Polypeptide bzw. Enzyme In KomblnaMon mit weiteren Genen in 
den Nukleinsaurekonstrukten oder Vektoren klonlert werden und zur Transformation von 
Mikroorganlsmen oder Pflanzen mithllfe von z.B. Agrobacterium eingesetzt werden. 

Die regulatorlschen Sequenzen bzw. Faktoren k6nnen dabei wle oben beschrieben vorzugswe.- 
> se die Genexpresslon der eingef Ohrten Gene positiv beeinf lussen und dadurch ertiShen. So 
kann elne Verstarkung der regulatorlschen Elemente vorteilhaftenvelse auf der Transkriptionse- 
bene erf olgen. indem starke Transkriptlonssignale wle Promotoren und/oder "Enhancer- ver- 
wendet werden. Daneben 1st aber auch elne Verstarkung der Translation mSgllch. Indem be.- 
splelsweise die Stability der mRNA verbessert oder elne Translatlonsenhancersequenz einge- 
0 f Qgt wird. Die Expresstonskassetten kflnnen prinzlplell direkt zum Einbrlngen in die Pflanze ver- 
wendet werden oder aber In einen Vektoren eingebracht werden. 

Diese vortellhaften Vektoren. vorzugsweise Expressionsvektoren. enthalten die Im Verfahren 
venwendeten Nukleinsaure. die fOr Threonin-Aldolase-Protelne codleren. oder 
ein Nukleinsaurekonstrukt. die die venwendeten Nuklelnsfiure allein oder In Komblnatton mIt 
15 welteren Genen wle den Blosynthesegenen des AmlnosSurestoffwechsels enthSIL Wle hier ver- 
wendet betriftt der Begrlff "Vektor" ein NuklelnsauremolekQi. das elne andere NukleinsSure 
transpo'rtleren kann. an welche es gebunden 1st Ein Vektortyp 1st ein "Plasmld". welches fQr elne 
zirkuiare doppelstrSngige DNA-Schlelfe steht. In die zusStzlichen DNA-Segmente ligiert werden 
kdnnen. Ein welterer Vektortyp ist ein viraler Vektor. wobel zusatzllche DNA-Segmente in das 
20 virale Genom ligiert werden konnen. Bestimmte Vektoren kflnnen in einer Wirtszelle. in die sle 
eingebracht worden sind. autonom replizieren (z.B. Bakterienvektoren mit bakterieliem Replika- 
tionsursprung). Andere bevorzugte Vektoren werden vortellhaft belm Einbrlngen In die Wirtszelle 
in das Genom einer Wirtszelle Integriert und dadurch zusammen mIt dem Wirtsgenom replizlert. 
Zudem kSnnen bestimmte Vektoren die Expression von Genen. mit denen sle funkMonsffi- 
25 hig verbunden slnd. steuem. Diese Vektoren werden hier ais -Expressionsvektoren" bezelchnet. 
Sle k6nnen. wle vorgenannt. autonom replizieren oder in das Wirtsgenom Integriert sein. Ge- 
wShnlich haben Expresstonsvektoren. die fOr DNA-RekomblnaHonstechnlken geeignet sind. 
die Form von Plasmlden. In der voriiegenden Beschreibung konnen -Plasmid" und "Vektoi- aus- 
tauschbar verwendet werden. da das Plasmid die am hauf igsten venwendete Vektorform ist. Die 
30 Erflndung soli jedoch diese anderen Expressionsvektorformen. wie virale Vektoren. die ahnliche 
Funktionen ausQben. umfassen. Femer soli der Begrlff Vektor auch andere Vektoren. die dem 
Fachmann bekannt sind. wie Phagen. VIren. wie SV40. CMV. TMV. Transposons. IS-EIemente. 
Phasmide. Phagemide. Cosmide. lineare oder zlrkulflre DNA. umfassen. 

Die Im Verfahren vorteilhaft venwendeten rekomblnanten Expressionsvektoren umfassen die 
35 erflndungsgemSBen NuklelnsSuren oder das erfindungsgemaBe Nuklelnsaurekonstmkt in einer 
Form, die steh zur Expression der venwendeten Nuklelnsauren in einer Wirtszelle eignen. was 
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bedeutet. dass die rekombinanten Expressionsvektoren eine oder mehrere Regutatlonssequen- 
zen. ausgewahlt auf der Basis der zur Expression zu verwendenden WIrtszellen. die mit der zu 
expremierendan Nukleinsauresequenz f unkttonsfShig verbunden ist. umf asst. In einem rekom- 
binanten Expresstonsvektor bedeutet "funkHonsffihig verbunden". dass die Nukleotldsequenz 
von Jnteresse derart an die Regulattonssequenz(en) gebunden ist. dass die Expression 
der Nukleotidsequenz moglich 1st und sie aneinander gebunden sind. so dass beide Sequenzen 
die vorhergesagte. der Sequenz zugeschriebene Funktion erfOllen (z.B. in einem In-vitro- 
Transkriptions-manslationssystem Oder in einer Wirtszelle. wenn der Vektor in die Wirtszelle 
eingebracht wird). Der Begriff "Reguiationssequen^ soil Promotoren. Enhancer und ande- 
0 re Expresslonskontroileiemente (z.B. Poiyadenylieningsslgnale) umfassen. Diese Regulations- 
sequenzen sind z.B. beschrieben in Goeddel: Gene Expresston Technology: Methods 
in Enzymology 185. Academic Press. San Diego. OA (1990). oder slehe: Gruber und Crosby, in: 
Methods in Plant Molecular Bfology and Blolechnolgy. CRC Press. Boca Raton. Florida. Hrsgb.: 
Gllck und Thompson. Kapltel 7. 89-108. einschlielBllch der Uteraturstellen darin. Regulationsse- 
5 quenzen umfassen solche. welche die konstitutlve Expression einer Nukleotidsequenz in vielen 
WirtszelHypen steuem. und solche. welche die direkte Expression der Nukleotidsequenz nur in 
bestlmmten WIrtszellen unter bestimmten Bedingungen steuem. Der Fachmann weiB. dass die 
Gestaltung des Expressionsvektors von Faktoren, wie der Auswahl der zu transformierenden 
Wirtszelle. dem AusmaB der Expression des gewunschten Proteins usw.. abhangen kann. 

20 Die venwendeten rekombinanten Expresstonsvektoren kfinnen speziell zur Expression von Im 
Verfahren venwendeten NuklelnsSuresequenzen In prokaryodschen oder eukaryotischen Zeilen 
• ausgeslaltel seln. Dies Ist vorteilhaft, da hSuflg Zwischenschritte der Vektorkonstruktion der 
einfachheithalber in Mikroorganismen durchgefOhrt werden. Beispielsweise kSnnen die Amino- 
saure- und/oderThreonin-Aldoalse-Gene in bakterieiien Zelien. Insektenzellen (unter Venwen- 
25 dung von Baculovirus-Expressionsvektoren). Hefe- und anderen Piizzellen [siehe Romanes. 

M.A.. et ai. (1992) "Foreign gene expression in yeast: a review". Yeast 8:423-488; van den Hon- 
del. C.A.M.J.J., et ai. (1991) "Heterologous gene expression in filamentous fungi". In: More Qene 
. Maliipulations in Fungi. J.W. Bennet & L.L Lasure. Hrsgb.. S. 396-428: Academic Press: San 
Diego; und van den Hondel. C.A.M.J J.. & Punt, P J. (1991) "Gene transfer systems and vector 
30 development for filamentous fungi. In: Applied Molecular Genettes of Fungi. Peberdy. J.F.. et ai.. 
Hrsgb., S. 1-28. Cambridge UnlversHy Press: Cambridge]. Algen [Falciatore et ai.. 1999. Marine 
Bk)technotogy.1. 3:239-2511 mIt Vektoren nach einem Transformatlonsverfahren, wie beschrie- 
ben In WO 98/01572. sowie bevorzugt in Zeilen vielzelliger RIanzen [siehe Schmidt, R. und 
Wilimitzer, L. (1988) "High efficiency /tgrobacferfum fu/nefacfens-mediated transfomiatlon of 
35 Arabidopsis thallana leaf and cotyledon explants" Plant Cell Rep.:583-586: Plant Molecular Biol- 
ogy and Biotechnology, C Press, Boca Raton. Florida. Kapitel 6/7, 3.71-119 (1993); F.F. White, 
B. Jenes et ai.. Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Bd. 1, Engineering and 
Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu. Academic Press (1993). 128-43; Potrykus, Annu. Rev. 
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Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991). 205-225 (und darln zitterte Uteraturstelien)] expri- 
miert werden. Geeignete Wirtszellen werden femer erSrtert In Goeddel. Gene Expression Tech- 
nology. Methods in Enzymology 185. Academic Press. San Diego. CA (1990). Die Sequenz des 
rekomblnarten Expresslonsvektor kann altemaliv, zum Belspiel unter VenAfendung von T7- 
5 Promolor-Regulationssequenzen und T7-Polymerase. in vitro transkriblert und translallert wer- 
den. 

Die Expression von Proteinen in Prokaryoten erfolgt melst mit Vektoren. die konstltutlve oder 
induzierbare Promotoren enthalten. welche die Expresston von Fusions- oder nteht- 
Fuslonsprotelnen steuem. Typische Fuslons-Expressionsvektoren sind u.a. pGEX (Pharmacia 
10 Biotech Inc; Smith. D.B.. und Johnson. K.s! (1988) Gene 67:31-40). pMAL (New England Bio- 
labs. Beverly. MA) und pRIT5 (Pharmacia. Piscataway. NJ). bel denen Glutathion-S-Transferase 
(GST), Maltose E-blndendes Protein bzw. Protein A an das rekombinante Zieiprotein fusioniert 
wird. 

Beispiele f Qr geeignete induzierbare nicht-Fusions-E. coll-Expressionsvekloren sind u.a. pTrc 
15 (Amann et ai. (1988) Gene 69:301-315) und pET lid [Studier et al.. Gene Expression Technol- 
ogy: Methods In Enzymology 185. Academic Press. San Diego. Kaiifomien (1990) 60-89]. Die 
Zlelgenexpresston vom pTrc-Vektor beruht auf der Transkription durch WIrts-RNA-Poiymerase 
von einem Hybrid-trp-lao-Fustonspromotor. Die Zielgenexpresslon aus dem pET lld-Veklor 
benjht auf der Transkription von einem T7-gn10-lac-Fusions-Promotor, die von einer coexpri- 
20 mierten viralen RNA-Polymerase (T7 gnl) vermittelt wird. Diese virale Polymerase wird von den 
Wirtsstammen BL21 (DES) oder HMS174 (DES) von einem residenten D-Prophagen bereitge- 
stellt. der ein T7 gnl -Gen unter der Transkriptlonskontrolle des lacUV 5-Promotors birgt. 

Andere in prokaryoMschen Organlsmen geeignete Vektoren sind dem Fachmann bekannt, diese 
Vektoren sind belspieiswelse In E. coll pLG338. pACYC184, die pBR-Relhe. wie pBRS22, die 
25 pUC-Reihe. wIe pUCI 8 oder pUCI 9. die M1 1 3mp-Relhe, pKCSO, pRep4, pHSI , pHS2, 

pPLc236. pMBL24, pLG200, pUR290, plN-ill'"-B1 . Xgtl 1 or pBdCI, in Streptomyces plJIOI. 
plJ364. plJ702 Oder plJ361, In Bacillus pUBIIO. pC194 oder pBD214. in Corynebacterium 
pSA77 Oder pAJ667. 

Bel einer welteren AusfOhrungsfonn Isl der Expresslonsvektor ein Hefe-Expresslonsvektor. Bel- 
30 spiele fOr Vektoren zur Expression In der Hefe S. cerevlsiae umfassen pYeDesaturased (Bal- 
darl et al. (1987) Embo J. 6:229-234). pMFa (Kurjan und Herskowltz (1982) Cell 30:933-943), 
PJRY88 (Schultz et al. (1987) Gene 54:113-123) sowie pYES2 (Invitrogen Corporation. San 
Diego. CA). Vektoren und Verfahren zur Konstruktlon von Vektoren, die sich zur Venwendung in 
anderen Pilzen, wie den filamentSsen Pilzen, eignen, umfassen diejenlgen. die eingehend be- 
35 schrieben sind in: van den Hondel. C.A.M.J.J.. & Punt. P.J. [(1991) "Gene transfer systems and 
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vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of fungi. J.F. Peberdy 
et al.. Hrsgb., S. 1-28. Cambridge University Press: Cambridge: oder in: More Gene Manipula- 
tions in Fungi; J.W. Bennet & LL. Lasure. Hrsgb., S. 396-428: Academic Press: San Diego]. 
Weitere geeignete Hefevelctoren sind belspielswelse 2ocM, pAG-1, YEp6, YEp13 oder 
5 pEMBLYe23. 

Als weitere Velctoren seien in Piizen pALSI , plL2 oder pBB1 1 8 oder in RIanzen pLGV23. 
pGHIac*. pBINI 9. pAK2004 Oder pDH51 beispielhaft genannt. 

Altemallv k6nnen die Nul^lelnsfiuresequenzen in inseidenzellen unter Verwendung von Baculovl- 
rus-Expressionsvektoren exprimtert werden. Baculovirus-Velrtoren, die zur Expression von 
10 Pioteinen in gezQchteten Insektenzeiien (z.B. Sf9-Zellen) verfQgbar sind, umfassen die pAc- 
Reihe (Smith et al. (1983) Moi. Cell Biol.. 3:2156-2165) und die pVL-Reihe (Lucklow und 
Summers (1989) Virology 170:31-39). 

Die oben genannten Vektoren bleten nur einen kleinen Oberbiick Qber mdgildie geeignete Vek- 
toren. Weitere Plasmide sind dem Fachmann bekannt und sind zum Belsplel beschrieben in: 
1 5 Ctoning Vectors (Hrsgb. Pouwels, P.H., et al., Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford. 1 985, 
ISBN 0 444 904018). Weitere geeignete Expressionssysteme fQr prokaryotische und eukaryoti- 
sche Zelien siehe in den Kapitein 16 und 17 von Sambrook, J., Fritsch, E.F„ und Maniatis, T., 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Auflage. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor. NY, 1989. 

20 Bel einer weiteren vorteiihaften AusfQhrungsform des Verfahrens kdnnen die NuWeinsSurese- 
quenzen in einzelligen Pflanzenzellen (wie Algen), siehe Fateiatore et al., 1999, Marine Biotech- 
nology 1 (3):239-251 und darin ziHerte Literaturangaben, und Rlanzenzeiien aus hdheren Pflan- 
zen (Z.B. Spermatophyten. wie FeidfrOchten) exprimiert werden. Beispiele fQr Rlanzen- 
Expresslonsvektoren umfassen solche, die eingehend beschrieben sind in: Becker, D., Kem- 

25 per, E., Schell, J., und Masterson, R. [(1992) "New plant binary vectors with selectable markers 
located proximal to the left border". Plant Mol. Biol. 20:1 195-1 197] und Sevan. M.W. [(1984) 
"Binary Agrobacterium vectors for plant transformation". Nucl. Adds Res. 12:871 1 -8721 ; Vectors 
for Gene Transfer in Higher Plante; In: Transgenic Plants. Bd. 1, Engineering and Utilization, 
Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, S. 15-38]. Eine Oberslcht Qber binSre Vekto- 

30 ren und ihre Vemvendung findet sich auch in Heltons, R., Mullineaux, P. und Kiee H. , [(2000) " 
A guWe to Agrobacterium binary vectors ,Trends in Plant Science, Vol 5 No.1 0, 446-451 . 

Eine Pflanzen-Expresslonskassette enthalt vorzugswelse Regulationssequenzen, wetehe dto 
Genexpresslon in Rlanzenzeiien steuem kSnnen und funkUonsffihlg verbunden sind, so dass 
jede Sequenz Ihre Funkllon, wie Termination der Transkriptlon, erfQIten kann, belspielswelse 
35 Polyadenyllerungssignale. Bevorzugte Polyadenyllerungsslgnale sind dlejenigen, die aus Agro- 
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bacterium tumefaciens-T-DNA stammen. wie das als Octopinsynthase bekannte Gen 3 des Ti- 
Plasmids pTiACHS (Gielen et al.. EMBO J. 3 (1984) 835ff.) oder funktlonelte Aqulvalente davon. 
aber auch alle anderen in Pfianzen funkltonell aidiven Temilnatoren sind geelgnet. 

Da die Pflanzengenexpression sehr oft nicht auf Transkriptionsebenen besclirankt ist. enth§lt 
eine Pflanzen-Expresslonskassette vorzugswelse andere funktlonsf§hig verbundene Sequen- 
zen, wIe Transiationsenhancer, beisplelsweise die Overdrive-Sequenz, welche die 5'- 
untranslatierte Leader-Sequenz aus Tabakmosaikvirus. die das ProtelnmNA-Verhaitnis erhSlit. 
enthalt (Gatlie et al.. 1987. Nucl. Acids Research 15:8693-871 1). 

Zur Expression In Pfianzen mOssen die NukieinsSuresequenzen wie oben beschrleben funkti- 
onsfdhig mit einem geeigneten Promoter verbunden sein, der die Genexpression auf rechtzeiti- 
ge. zell- oder gewebespezifische Weise durciifuhrt. Nutzbare Promotoren sind konstltutive Pro- 
m<itoren (Benfey et al.. EMBO J. 8 (1989) 2195-2202), wie diejenigen, die von RIanzenvlren 
stammen, wie 35S CAMV (Franck et al.. Cell 21 (1980) 285-294). 19S CaMV (sieheauch US 
5352605 und WO 84/02913). 34S FMV (Sanger et al., Plant Mol. Biol.. 14. 1990: 433 - 443). der 
Ubiquitin-Promotor aus Petersiiie oder Pf ianzenpromotoren, wie der In US 4.962.028 beschrie- 
bene der klelnen Unterelnhelt der Rubisco. 

Andere bevorzugte Sequenzen fur die Venwendung zur funktionsfahigen Verbindung in Pf lan- 
zengenexpressions-Kassetten sind Targetlng-Sequenzen, die zur Steuerung des Genproduktes 
in sein entsprechendes Zellkompartiment notwendig sind (siehe eine Obersicht in Kemjode. Crit. 
Rev. Plant Sci. 15. 4 (1996) 285-423 und darin zitierte Llteratursteiien). beisplelsweise In die 
Vakuole. den Zelikem. alle Arten von Plastiden, wie Amyloplasten. Chloroplasten. Chro- 
moplasten. den extrazellulfiren Raum. die Mftochondrlen, das Endoplasmatlsche Retikulum. 
OIkSrper, Peroxisomen und andere Komparlimente von Pflanzenzellen. 

Die Pflanzengenexpression lasst sich auch wie oben beschrieben Qber elnen chemisch indu- 
zierbaren Promoter erieichtem (slehe eine Obersicht in Gatz 1997. Annu. Rev. Plant Physiol. 
Plant Mol. Biol.. 48:89-108). Chemisch induzierbare Promotoren eignen sIch besonders. wenn 
gewQnscht wird. dass die Genexpression airf zeitspezlfische Welse erfolgt. Belspiele fQr solche 
Promotoren sind ein Sallcylsfiure-lnduzlerbarer Promoter (WO 95/19443). ein Tetracyclln- 
Induzierbarer Promoter (Gatzet al. (1992) Plant J. 2, 397-404) und ein Elhanol-induzlerbarer 
Promoter. 

Auch Promotoren, die auf blotische oder abiotische Stressbedlngungen reagieren. sind geeigne- 
te Promotoren. beispielsweise der pathogeninduzlerle PRP1 -Gen-Promoter (Ward et al.. Plant. 
Moi. Biol. 22 (1993) 361-366). der hitzeinduzierbare h8p80-Promotor aus Tomate (US 
5.187.267). der kflltelnduzlerbare Alphaamylase-Promotor aus Kartoffel (WO 96/12814) oder 
der dureh Verwundung Induzierbare pInll-Promoter (EP-A-0 375 091). 
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Es sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt. welche die Genexpression in Geweben und 
Organen herbeifOhren. in denen die AminosSure-Biosynthese stattfindet. in Samenzellen. wie 
den Zellen des Endosperms und des sich entwicitelnden Embryos. Geelgnete Promotoren sind 
der Napingen-Promotor aus Raps (US 5.608.152). der USP-Promotor aus Vicia faba (Baeum- 
iein et aU. I^ol Gen Genet. 1991. 225 (3):459-67). der Oleosin-Promotor aus Arabtdopsis (WO 
98/45461). der Phaseolln-Promotor aus Phaseolus vulgaris (US 5.504.200). der Bce4-Promotor 
aus Brassica (WO 91/13980), der arc5-Promotor aus der Boiine, der DcG3-Promotor aus der 
Karotte Oder der Legumln-B4-Promotor (LeB4; Baeumlein et al., 1992. Plant Journal. 2 (2):233- 
9) sowie Promotoren. welche die samenspezifische Expression In ly/lonokotyiedonen-Pflanzen. 
wIe Mais. Gerste, Weizen. Roggen, Reis usw. herbeifOliren. Vorteiliiatte samenspezifische 
Promotoren sind der Sucrose-Binding-Protein-Promotor (WO 00/26388), der Phaseolln- 
Promotor und der Napin-Promolor. Geelgnete beachtenswerte Promotoren sind der Ipt2- oder 
Iptl-Gen-Promotor aus Gerste (WO 95/15389 und WO 95/23230) oder die In WO 99/16890 
beschriebenen (Promotoren aus dem Gersten-Hordeln-Gen, dem Reis-GIutelin-Gen. dem Reis- 
Oryzin-Gen, dem Reis-Prolamin-Gen. dem Weizen-Glladln-Gen. Weizen-Glutelln-Gen, dem 
IWIals-Zein-Gen. dem Hafer-Glutelln-Gen, dem Sorghum-Kasirin-Gen. dem Roggen-Secalln- 
Gen). 

insbesondere kann die multiparallele Expression der Im Verfahren venwendeten NukieinsSuren 
allein oder in Komblnation mit anderen Genen bzw. Nukleinsfiuren gewQnscht seln. Die EinfOh- 
mng solcher Expressionskassetten kann Qber eine simultane Transformation mehrerer einzel- 
ner Expresstonskonstrukte erfdgen oder bevorzugt durch KombinaHon mehrerer Expressfons- 
kassetten auf einem KonstmkL Auch kdnnen mehrere Vektoren mit Jewells mehreren Expressi- 
onskassetten transfomiiert und auf die WIrtszelle Qbertragen werden. 

Ebenfalls besonders geeignet sind Promotoren, welche die plastidenspeziflsche Expression 
herbeifOhren. Geeignete Promotoren, wie der virale RNA-Polymerase-Promotor, sind beschrie- 
ben in WO 95/16783 und WO 97/06250, und der cIpP-Promotor aus Ar^ldopsls, beschrleben 
in WO 99/46394. 

Fur die starke Expression heterologer Sequenzen in moglichst vielen Geweben, insbesondere 
auch Blattem. werden neben verschiedenen der oben genannten viralen und bakteriellen Pro- 
motoren. bevorzugt pfianzllche Promotoren von Actin- oder UbiquiHn-Genen, wie belspielswelse 
der Actinl-Promotor aus Reis venwendet. EInen welteres Beispiel fOr konstltutive pfianzliche 
Promotoren stellen die V-ATPase-Promotoren aus ZuckenrObe dar (WO 01/14572). Beispieihaft 
fQr synthetlsche konstltutive Promotoren sind der Super-Promotor (WO 95/14098) und von G- 
Boxen abgeleitete Promotoren (WO 94/12015) zu nennen. Weiterhin kSnnen unter Umstanden 
auch chemlsch Induzierbare Promotoren genutzt werden. vergieiche EP-A 388186. EP-A 
335528, WO 97/06268. Auch stehen fQr die Expression von Genen In Pf ianzen blattspeziflsche 
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Promotoren wie in DE-A 19644478 beschrieben. oder HchtreguHerte Promotoren. wie beispleis- 
weise der petE-Promotor aus Erbse zur VerfQgung. 

Von den Polyadenyllerungsslgnalen ist insbesondere die Poly-A-Additionssequenz aus dem ocs- 
Gen Oder nos-Gen von Agrobacterium tumefaclenszu nennen. Zu weiteren gegebenenfails 
zweckmaBigen regulatorischen Sequenzen gehoren auch Sequenzen, die den Transport 
und/oder die Lokalisierung der Expressionsprodukte steuem (Targeting). Hier slnd Insbesondere 
die an sich bekannten SIgnalpeptId oder Transitpeptid kodlerenden Sequenzen zu nennen. Bel- 
spielsweise geiingt es mit Hilfe von Plastld-Transltpeptid kodlerenden Sequenzen. das Expres- 
sionsprodukt in die Plastlde einer Pflanzenzelle zu letten. Als EmpfSngerpflanzen werden wie 
oben beschrieben Insbesondere Pflanzen bevorzugt. die In zweckmaoiger Welse transforniierl 
werden konnen. Hierzu gehSren mono- und dikoleiydone Pflanzen. Insbesondere slnd landwlrt- 
schaftliche Nutzpflanzen wie Qetrelde und Grflser. z.B.Tritteum spp.. Zea mays, Hordeum vulga- 
re, Hafer, Secale cereale, Oryza satlva, Pennisetum glaucum, Sorghum blcolor. Triticale. 
AgrosMs spp.. Cenchrus clllarls, Dactylls glomerate, Festuca arundinacea. Lolium spp.. Medica- 
go spp. und Saccharum spp., HQIsenfrQchte und OlfrQchte, z.B. Brassica juncea, Brassica na- 
pus. Glycine max, Arachis hypogaea. Gossypium hlrsutum, Cicer arietlnum, Helianthus annuus. 
Lens culinaris, Linum usitatissimum, Sinapis alba. Trifolium repens und Vicia narbonensis, Ge- 
mQse und FrOchte, z.B. Bananen. Weintrauben, Lycoperslcon esculentum. Spargel. Kohl. Was- 
sermelonen, Kiwis. Solanum tuberosum. Beta vulgaris, Cassava und Chfcory, saume. z.B. Cof- 
fea species, Citrus spp., Eucalyptus spp., PIcea spp.. Plnus spp. und Populus spp.. medMni- 
sche Pflanzen und B§ume sowie Blumen zu nennen. GemSfl einer besonderen Ausf Qhaings- 
fomi betrlfft die vorllegende Erflndung transgene RIanzen der Gattung Arabidopsls. z.B. Ambi- 
dopsls thaliana und der Gattung Oryza. 

Vektor-DNA ISsst sich in prokaryotische oder eukaryotlsche Zellen Qber herk6mmltehe Trans- 
formations- Oder Transfektionstechniken einbringen. Die Begriffe Transfomiatlon" und Trans- 
fektion", Konjugation und Transduktfon, wie hIer venwendet. sollen eine Vlelzahl von im Stand 
der Technik bekannten Verfahren zum Einbringen fremder Nuklelnsaure (z.B. DNA) in eIne 
WIrtszelle, eInschlieBllch Calclumphosphat- oder Calciumchlorld-Coprazipltation, DEAE- 
Dextran-vennittelteTransfektlon, PEG-vermlttelte Transfektlon, Lipofektlon, natOrll- 
che Kompetenz, chemisch vermittelter Transfer, Elektroporation oder Tellchenbeschuss. umfas- 
sen. Geeignete Verfahren zur Transfomiation oder Transfektlon von Wlrtszellen, einschlleBlich 
Pfianzenzellen, lessen sich finden in Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual.. 
2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Har- 
bor. NY. 1989) und anderen Labor-HandbQchem. wie Methods in Molecular Biology, 1995, Bd. 
44, Agrobacterium protocols, Hrsgb: Gartland und Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey. 
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Der Begriff "NukleinsaureCmolekQI bzw. -sequenz)". wie hier verwendet, kann zudem die am 3"- 
und am 5'-Ende des kodlerenden Genbereichs gelegene untranslatlerte Sequenz: mindestens 
500. bevorzugt 200. besonders bevorzugt 100 NukleoMde der Sequenz stromaufwarts des 5'- 
Endes des kodierenden Berelchs und mindestens 100. bevorzugt 50. besonders bevorzugt 20 
5 Nukleotide der Sequenz stromabwSrts des ff-Endes des kodierenden Genbereichs mit umfas- 
sen. Vorteilhaft wlrd zur Kloniemng und Expresston nur der codierende Berelch genommen. Ein 
"IsoiierlBS- NukleinsSuremolekQI wird von anderen NukleinsauremolekOlen abgetrennt. die in der 
natdrlichen Quelle der NukleinsSure vorliegen. Eine "isolierte" Nukleinsaure hat vorzugsweise 
kelne Sequenzen, welche die NukleinsSure in der genomlschen DNA des Organismus. aus dem 
0 die Nukleinsaure stammt. natOrlicherweise flankieren (z.B. Sequenzen, die sich an den 5'- und 
3'-Enden der Nukleinsaure befinden). Bel verschiedenen AusfOhrungsformen kann das isolierte 
im erfindungsgemaBen Verfahren verwendete NuklelnsauremolekQI zum Beispiel weniger 
als etwa 5 kb. 4 kb. 3 kb. 2 kb. 1 kb. 0,5 kb Oder 0.1 kb an NukleotWsequenzen enthalten, die 
natQrIichenweise das NukleinsSuremoiekOI In der genomlschen DNA der Zelle, aus der die Nuk- 
leinsaure stammt flankieren. 



Die im Verfahren venwendeten NukleinsauremolekQIe, z.B. ein Nukleinsauremoiekul mit einer 
Nukleotidsequenz der SEQ ID NO:1 oder eines Teils davon, kann unter Venwendung molekular- 
biologischer Standardtechniken und der hier bereitgesteilten SequenzinfomnaHon Isoliert wer- 
den. Auch kann mithiife von Vergleidisalgorithmen beispielsweise eine homotoge Sequenz oder 

20 homotoge, konservierte Sequenzbereiche auf DNA oder Aminosaureebene identiflrfert werden. 
Dlese kSnnen als Hybridisierungssonde sowie Standard-Hybrldisierungstechniken (wie z.B. be- 
schrieben in Sambrook et al., Molecular Cloning: A Uboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring 
Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor Laboratory Press, CoW Spring Harbor, NY, 1989) zur 
Isolierung weiterer im Verfahren nOtzlicher Nukieinsauresequenzen venwendet werden. Oberdies 

25 lasst sich ein NuklelnsauremolekQI, umfassend eine vollstandige Sequenz der SEQ ID NO: 1 
Oder einen Tell davon, durch Polymerasekettenreaktion isolieren, wobei Oligonukleotidprimer. 
die auf der Basis dieser Sequenz oder von Teilen davon, venwendet werden (z.B. kann ein Nuk- 
leinsauremolekQI, umfassend die vollstandigen Sequenz oder einen Tell davon, durch Polyme- 
rasekettenreaktion unter Venwendung von Oligonukleotklprimem isoliert werden, die auf der 

30 Basis dieser gl«chen Sequenz erstellt worden sind). Zum Beispiel lasst sich mRNA aus Zellen 
isolieren {z.B. durch das GuanWiniumthiocyanat-Extrakttonsverfahren von Chirgwln et al. (1979) 
Biochemistry 18:5294-5M9) und cDNA mittels Reverser Transkriptese (z.B. Moloney-MLV- 
Reverse-Transkriptase, erhaitlich von Gibco/BRL, Bethesda, MD, oder AMV-Reverse- 
Transkriptase, erhaitlich von Selkagaku America, Inc., St. Petersburg. FL) herstellen. Syntheti- 

35 sche Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung mitleis Polymerasekettenreaktion lassen sich auf 
der Basis einer der in SEQ ID NO: 1 oder mithiife der in SEQ ID NO: 2 dargesteilten Aminosau- 
resequenzen erstellen.. Weiterhin konnen durch Proteinsequenzvergleiche von Threonin- 
Aldolasen aus verschiedenen Organismen konservierte Beretehe Wentiflzlert werden, von denen 
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dann wiederum degenerierte Primer abgeleitet werden kdnnen. Diese degenerierten Primer 
konnen dann mittels PGR zur Ampliflkation von Fragmenten neuer Threonin-Aldolasen bus wei- 
teren Organismen genutzl werden. DIese Fragmente kdnnen dann als Hybrldlserungssonde fiir 
die Isolieamg der vollstandigen Gensequenz genutzt werden. Altemative k6nnen die fehlenden 
5'und 3'-Sequenzen mittels RACE-PCR Isollert werden. Hne erfindungsgemfiBe NukieinsSure 
kanri unter Venwendung von cDNA oder altemativ von genomischer DNA als Matrize und geeig- 
neten Oiigonukleotklprlmem gemal3 Standard-PCR-Amplifikationstechnlken ampiifiziert werden. 
Die so ampllfizlerte Nukleinsaure kann in einen geeigneten Vektor kioniert werden und mittels 
DNA-Sequenzanalyse charakterisiert werden. Oligonukleotlde, die einer der Im Verfahren ver- 
wendeten Nukleotidsequenz entsprechen, konnen durch Standard-Syntheseverfahren, bel- 
spielsweise miteinem automatischen DNA-Synthesegerat, hergestellt werden. 

FOr das erflndungsgemSBe Verfahren vorteilhafte NukleinsSuremolekQIe kfinnen auf der Gmnd- 
lage ihrer Homoiogie zu den hier offenbarten Nuklelns§uren unter Venwendung der Sequenzen 
oderelnes Teils davon als Hybridisierungssonde gemaO Standard-Hybrldisierungstechniken 
unter stringenten Hybridisierungsbedingungen isoiiert werden. Dabei konnen beispielsweise 
isolierte Nukleinsauremoiekule venwendet werden, die mindestens 15 Nukleotide lang sind und 
unter stringenten Bedingungen mit dem Nukleinsauremolekulen, die eine Nukleotldsequenz der 
SEQ ID NO: 1 umfassen, hybrldisieren. Es kdnnen auch Nukleinsfiuren mindestens 25, 50, 
1 GO, 250 Oder mehr Nukleotide venwendet werden. Der Begriff "hybridlsiert unter stringenten 
Bedingungen", wie hIer venwendet, soil Hybridlslerungs- und Waschbedlngungen beschreiben, 
unter denen Nukleotidsequenzsn. die mindestens 60 % homotog zueinander sInd, gewWinilch 
aneinander hybridlsiert bleiben. Die Bedingungen sInd vorzugswelse derart, dass Sequenzen, 
die mindestens etwa 65 %, starker bevorzugt mindestens etwa 70 % und noch starker bevor- 
zugt mindestens etwa 75 % oder starker zueinander homolog sInd, gewohnlich aneinander 
hybridlsiert bleiben. Unter Homolog oder Homoiogie ist im Sinne der Erfindung identisch oder 
identltat zu verstehen. Diese stringenten Bedingungen sind dem Fachmann bekannt und lessen 
sich in Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6., 
finden. Ein bevorzugtes, nicht einschrankendes Beispiel fOr strlngente Hybridisierungsbedingun- 
gen sInd Hybrldisleaingen In 6 x Nalrlumchtorld/Natrlumottrat (sodium chloride/sodlumcltraJe = 
BSC) bel etwa 45«*C, gefolgt von einem oder mehreren Waschschrltten In 0,2 x SSC, 0,1 % SDS 
bei 50 bis 65"C. Dem Fachmann ist bekannt, dass dIese Hybridisierungsbedingungen sIch je 
nach dem Typ der NukleinsSure und, wenn beispielsweise organische Ldsungsmittel vorilegen, 
hinstehtlich der Temperatur und der Konzentration des Puffers unterscheiden. Die Temperatur 
unterscheidet sich beispielsweise unter "Standard-Hybridisierungsbedingungen" je nach dem 
Typ der Nukleinsaure zwischen 42''C und 58*C in wassrigem Puffer mit einer Konzentration von 
0,1 bis 5 X SSC (pH 7,2). Fails organlsches Losungsmittel Im obengenannten Puffer voriiegt, 
zum Beispiel 50 % Fomnamid, Ist die Temperatur unter Standardbedingungen etwa 42''C. Vor- 
zugswelse sind die Hybridisierungsbedingungen fQr DNA:DNA-Hybride zum Beispiel 0,1 x SSC 
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und 20»C bis vorrugsweise zwischen 30-C und 45»C. Vorzugswelse sind die Hybridisle- 
rungsbedingungen fOr DNAtRNA-Hybrlde zum Belsplel 0.1 x SSC und 30-C bis 55«C, vorzugs- 
welse zwischen 45-C und SS'C. Die vorstehend genannten Hybrldlsierungslemperaluren sInd 
beispielsweise fQr eine NukleinsSure mil etwa 100 bp (= Basenpaare) LSnge und einem G + C- 

5 Gehalt von 50 % in Abwesenhelt von Formamid bestlmmt Der Fachmann weiB. wie 

die erforderiichen Hybridislemngsbedingungen anhand von Lehrbuchem. wie dem vorstehend 
enwShnten oder aus den folgenden LehrbOchem Sambroolc et al.. "Molecular Cloning" . Cold 
Spring Harbor Laboratory, 1989; Hemes und Higgins (Hrsgb.) 1985. "Nucleic Ac- 
ids Hybridization: A Practical Approach". IRL Press at Oxford University Press. Oxford; Brown 

10 (Hrsgb.) 1991 . "Essential Molecular Biology: A Practical Approach". IRL Press at Oxford Univer- 
sity Press. Oxford, bestlmmt werden Itonnen. 

Zur Bestimmung der prozentualen Homologie (= Identltat) von zwei AminosSuresequenzen (z.B. 
der SEQ ID NO: 2. SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4. SEQ ID NO: 5. SEQ ID NO: 6. SEQ ID NO: 7. 
SEC ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 Oder SEQ ID NO: 10) oder von zwei Nulcleinsauren (z.B. der Se- 
15 quenz SEQ ID NO: 1) werden die Sequenzen zum Zweck des optimaien Vergleichs untereinan- 
der geschrieben (z.B. konnen Lucken in die Sequenz eines Proteins oder elner NukleinsSure 
eingefugt werden. um ein optimales Alignment mlt dem anderen Protein oder der anderen Nuk- 
leinsaure zu erzeugen). Die Aminos§urere8te oder Nukleotide an den entsprechenden Amino- 
saurepositionen oder Nukieotldpositionen werden dann vergllchen. Wenn eine Position In elner 
20 Sequenz durch den glelchen AmlnosSurerest oder das glelche Nukleotld wie die entsprechende 
Steile in der anderen Sequenz belegt wird. dann slnd die MotekOle an dleser Position homolog 
(d.h. Aminosaure- oder Nuklelnsaure--Homologie". wie hier venAfendet, entspricht AminosSure- 
oder Nuklelnsaure-"ldentitat"). Die prozentuale Homologie zwischen den beiden Sequenzen ist 
eine Funktion der Anzahl an identischen Positionen. die den Sequenzen gemeinsam sind (d.h. 
25 % Homologie = Anzahl der identischen Positionen/Gesamtanzahl der Positionen x 1 00). 
Die Begriffe Homologie und Identitat sind damit als Synonym anzusehen. 

Eln Isoliertes NuklelnsauremolekQI. das fQr eine Threonln-Aldoalse kodiert, die zu elner Protein- 
sequenz der SEQ ID NO: 2 oder den Sequenzen SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4. SEQ ID NO: 5. 
SEQ ID NO: 6. SEQ ID NO: 7. SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 oder SEQ ID NO: 10 homolog 1st, 

30 kann durch Etnbringen elner oder mehrerer Nukleotidsubstitutionen, -additionen oder - 

deletionen in eine Nukleotidsequenz der SEQ ID NO: 1 oder in die den von den vorgenannten 
Aminosauresequenzen abgeleiteten Nukieinsauresequenzen erzeugt werden. so dass eine oder 
mehrere Aminosauresubstitutionen. -additionen oder -deletionen in das kodierte Protein elnge- 
bracht werden. Mutationen kdnnen In eine der Sequenzen der SEQ ID NO: 1 durch Standard- 

35 technlken. wie stellenspeziflsche Mutagenese und PCR-vemnltlelte Mutagenese. elngebracht 
werden. Vorzugswelse werden konservaBve Aminosauresubstitutionen an elner oder mehreren 
dervorhergesagten nlcht-essenttellen Amlnosaureresten hergestellL Bel elner "konservatlven 
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Aminosauresubstitution" wird der Aminosaurerest gegen einen Aminosaurerost mK einer Shnll- 
chen Seitenkette ausgetauscht. Im Fachgebiet sind FamBien von Aminosaureresten mit Shnli- 
chen Seltenketten definlert vrorden. Dfese Familien umfassen AminosSuren mit basischen Sei- 
tenketten (z.B. Lysin. Arginln. HisMdin). saiiren Seitenketten (z.B. Asparaginsfiure. Glutamlnsau- 
re). ungeladenen polaren Seitenketten (z.B. Glydn. Asparagin, Glutamin. Serin. Threonin. Tyro- 
sin. Cystein). unpolaren Seitenketten. (z.B. Alanln. Valin. Leucin, Isoleucin. Prolin, Phenylalanin, 
Methtonin, Tryptophan), beta-verzweigten Seitenketten (z.B. Threonin, Valin, Isoleucin) und a- 
romatlschen Seitenketten (z.B. Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan. Histidin). EIn vorhergesagter 
nicht-essentleller Aminosaurerest in einer Proteinsequenz wie SEQ ID NO: 2. SEQ ID NO: 3. 
SEQ ID NO: 4. SEQ ID NO: 5. SEQ ID NO: 6. SEQ ID NO: 7. SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 
Oder SEQ ID NO: 10 wird somit vorzugswelse durch einen anderen Aminosaurerest aus der 
gleichen Seitenkettenfamilie ausgetauscht Altemativ kdnnen bei einer anderen AusfOhrungs- 
form die MutaBonen zufallsgemaB Qber die gesamte oder einen Teii der kodierenden Sequenz 
eingebracht werden, z.B. durch Sattigungsmutagenese. und die resultlerenden Mutanten kdn- 
nen auf Ihre biologlsche AklMtat das helBt die Aminosaureproduktton hin durchmustert werden, 
urn Mutanten zu Identlfizieren. die die biologlsche Aktlvitat beibehalten bzw erhdht haben. Nach 
der Mutagenese einer der Sequenzen der SEQ ID NO: 1 oder der von den vorgenannten Se- 
quenzen ableltbaren Nukleinsauresequenz kann das kodierte Protein rekombinant exprimlert 
werden, und die Aktlvitat des Proteins kann z.B. unter Venwendung der hier beschriebenen 
Tests bestimmt werden. 

Homologe der venwendeten Nukleinsauresequenzen mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 oder der 
von den Sequenzen SEQ ID NO: 3. SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6. SEQ ID NO: 
7. SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 oder SEQ ID NO: 10 abgeleiteten Nukleinsauresequenzen 
bedeuten belspielsweise allelische Varlanten mit mindestens etwa 30 bis 50 %, vorzugswelse 
mindestens etwa 50 bis 70 %. starker bevorzugt mindestens etwa 70 bis 80 %. 80 bis 90 % oder 
90 bis 95 % und noch starker bevorzugt mindestens etwa 95 %, 96 %. 97 %. 98 %, 99 % oder 
mehr Homologie zu einer in SEQ ID NO: 1 gezeigten Nukleofidsequenzen oder den vorgenann- 
ten abgeleiteten Nukleinsauresequenzen oder Ihren Homologen, Derlvaten oder Analoga oder 
Tellen davon. Welterhin sind isollerte NukleinsauremolekQIe einer NukleotWsequenz, die an eine 
der in SEQ ID NO: 1 gezeigten Nukleotldsequenzen. den abgeleiteten Nuklelnsauresequenze- 
noder einen Tell davon hybridlsleren, z.B. unter strlngenten Bedlngungen hybrldislert. Allelische 
Varlanten umfassen Insbesondere funkttonelle Varianten, die sich durch Deletion, Insertion oder 
Substitution von Nukleotiden aus/in der in SEQ ID NO: 1 dargesteliten Sequenz oder den abge- 
leiteten Nukleinsauresequenzen erhalten lessen, wobel aber die Absicht 1st, dass die Enzymak- 
tivitat bzw. die biologlsche Aktlvitat der davon henrOhrenden synthetisierten Proteine fOr 
die Insertion elnes oder mehrerer Gene vorteilhaftenveise beibehalten wird. Proteine. die noch 
die wesenttlche enzymatlsche Aktlvitat der Threonln-Aldolase besitzen. das helBt deren Aktlvitat 
im wesentilchen nicht reduzlert ist. bedeutet Proteine mit mindestens 10 %, vorzugswelse 20 %. 
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besonders bevorzugt 30 %. ganz besonders bevorzugt 40 % der ursprOnglichen biotogischen 
bzw. Enzym-Aklivitat. vorteilhaft vergltehen mit dem durch SEQ ID NO: 2 kodierten Protein. 

Homologen der SEQ ID NO: 1 oder der abgeleiteten Sequenzen bedeuten beispielsweise auch 
bakterielle, Pilz- und Pf lanzenhomologen. verkOrzte Sequenzen, einzelstranglge DNA oder RNA 
der kodierenden und nicht-kodlerenden DNA-Sequenz. 

Unter Homotogen der SEQ ID NO: 1 oder der abgeleiteten Sequerizen sind auch Derlvate. wie 
beispielsweise Promotorvarianten. zu verstehen. Die Promotoren stromaufwarts der angegebe- 
nen NukleotWsequenzen kdnnen durch einen oder mehrete Nukleotidaustausche. durch Insertl- 
on(en) und/oder DeIetion(en) modifiziert werden, ohne dass jedoch die FunktionalitSt oder Aktivi- 
tSt der Promotoren gestSrt wird. Es ist weiterhin m6glich, dass die Aktivitat der Promotoren 
durch Modifikation ihrer Sequenz erhoht ist oder dass sle vollstSndlg durch aktivere Promotoren. 
soger aus heterologen Organlsmen. ersetzt werden. 

Die vorgenannten Nukleinsauren und ProtelnmolekQle mIt Aldolase-AktMtai. die am Stoffwech- 
sel von AminosSuren beteiligt sind, werden zur Stelgerung der Ausbeute, Produktion und/oder 
Effizfenzder Produktlon einer gewQnschlen Verbindung oder einer Abnahme unenwQnschter 
Verbindungen venwendet. 

Die im erfindungsgemaBen Verfahren venwendeten Organlsmen werden je nach Wlrtsorganis- 
mus in dem Fachmann bekannter Weise angezogen bzw. gezQchtet Mikroorganlsmen werden 
In der Regel in einem flQssigen Medium, das eine Kohlenstoffquelle meist In Form von Zuckern, 
eine Stlckstoffquelle melst In Form von organischen Stickstoffquellen wIe Hefeextrakl oder Sal- 
zen wIe Ammonlumsulfat, Spurenelemente wie Eisen-, Mangan-, Magnesiumsaize und gege- 
benenfalls Vitamine enthSIt, bel Temperaturen zwischen 0 "C und 100 "C, bevorzugt zwischen 
10 "C bis 60 "C unter Sauerstoffbegasung angezogen. Dabei kann der pH der NahrflQssigkeit 
auf einen festen Wert gehalten werden, das heiBt wahrend der Anzucht reguliert werden oder 
nicht. Die Anzucht kann batch weise, semi batch weise oder kontinuierlich erfolgen. Nahrstoffe 
konnen zu Beginn der Femientation vorgelegt Oder semikontinulerlich oder kontlnulerilch nach- 
gefQttert werden. Die hergestellten Aminosauren kdnnen nach dem Fachmann bekannten Ver- 
fahren aus den Organlsmen isollert werden. Beispielsweise Qber Extraktion, Salzffillung 
und/oder lonenaustauschchromatographie. Die Organlsmen konnen dazu vorher noch aufge- 
schlossen werden. 

Das erflndungsgemaBe Verfahren wird, wenn es sich bei den Wirtsorganlsmen urn Mikroorga- 
nlsmen handelt, vorteilhaft bei einer Temperatur zwischen 0 "C bis 95 "C, bevorzugt zwischen 
10 "C bis 85 °C, besonders bevorzugt zwischen 15 »C bis 75 "C, ganz besonders bevorzugt 
zwischen 1 5 "0 bis 45 "C durchgef Ohrt 
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Der pH-Wert wlrd dabel vorteilhaft zwischen pH 4 und 12. bevorzugt zwlschen pH 6 und 9, 
besonders bevorzugt zwischen pH 7 und 8 gehaiten. 

Das erflndungsgemSBe Verfahren kann balchweise. seml-batchweise oder kontinulerlich be- 
trieben warden. Bne Zusammenfassung Cber bekannte Kuttivierungsmethoden ist im Lehrbuch 
von Chmiel (BfoprozeBtechnlk 1. EinfOhrung in die Bloverfahrenstechnik (Gustav Fisctier Verlag. 
Stuttgart, 1991)) Oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren und periphere Elnrichtungen 
(Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) zu finden. 

Das zu venwendende Kultumnedium hat in geeigneter Weise den AnsprOchen der jewelilgen 
Stimme zu genOgen. Beschreibungen von Kulturmedien verschiedener Mikroorganismen sind 
im Handbuch "IVIanual of Methods fQr General Bacteriology" der American Society fQr Bacterio- 
logy (Washington D. C, USA, 1981) enthaiten. 

Diese erfindungsgemai3 einsetzbaren Medlen umfassen wie oben beschrieben gewdhnlfch eine 
Oder mehrere Kohlenstoffquelien, Sttokstoffquellen, anorganische Saize, Vitamine und/oder 
Spurenelemente. 

Bevorzugte Kohlenstoffquelien sInd Zucker, wie Mono-, Dl- oder Polysaccharide. Sehr gute Koh- 
lenstoffquelien sind beispielsweise Glucose, Fructose, Mannose, Galactose, Ribose, Sorbose, 
Ribulose, Lactose, Maltose, Saccharose, Raffinose, StSrke oder Cellulose. Man kann Zucker 
auch Qber komplexe Verblndungen. wie Melassen, oder andere Nebenprodukte der Zucker- 
Rafflnlerung zu den Medien geben. Es kann auch vorteilhaft sein, Gemlsche verschiedener Koh- 
lenstoffquelien zuzugeben. Andere mdgliche Kohlenstoffquelien sind Ole und Fette wie z. B. 
Sojaol. SonnenblumenSI, Erdnussdl und/oder Kokosfett. Fettsfiuren wie z. B. Palmltlns§ure, 
Stearinsfiure und/oder UnolsSure, /Mkohole und/oder Polyalkohole wie z. B. Glycerin, Methanol 
und/oder Ethanol und/oder organische SSuren wie z. B. EssigsSure und/oder Miichsaure. 

Sttokstoffquellen sind gewohnllch organische oder anorganische Stickstoffverblndungen oder 
Materlalien, die diese Verblndungen enthaiten. Beisplelhafte Stickstoffquellen umfassen Ammo- 
niak in fiQsslger- oder gasform oder Ammonlumsaize, wie AmmonlumsuHat, Ammonlumchlorid, 
Ammoniumphosphat, Ammoniumcarbonat oder Ammoniumnltrat, Nitrate. Harnstoff, AminosSu- 
ren oder komplexe Stickstoffquellen, wie Maisqueilwasser. Sojamehl, Sojaprotein, Hefeextrakt. 
Fleischexlreikt und andere. Die Stickstoffquellen kSnnen einzein oder als Mischung venwendet 
werden. 



Anorganische Salzverblndungen. die In den Medien entt^alten seIn kdnnen, umfassen die Chio- 
rid-, Phosphor- oder Sulfatsalze von Calcium, Magnesium, Natrium, Kobalt, MoiybdSn, Kallum, 
Mangan, Zink, Kupfer und Eisen. 
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Ate Schwefelquelle f Qr die Herstellung von schwefelhaltlgen Felnchemlkalien. Insbesonder© von 
Methionin. konnen anorganische schwefelhaltige Verbindungen wie befepieteweise Sulfate. Sulfi- 
te, Dlthionite. Tetrathionate. ThlosuKate, SuBide aber auch organlsche Schwefelverbindungen, 
wie Mercaptane und Tiiiole, venwendet werden. 

Als Phosphorquelle kQnnen PhosphorsSure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhydro- 
genphosphat oder die entsprecfienden Natrium haitigen Salz© venivendet werden. 

Clielatbildner k6nnen zum Med\um gegebeh werden. urn die Metallionen In Lflsung zu halten. 
Besonders geeignete Chelatblldner umfassen DIhydroxyphenole, wie Catechol oder 
Protocatechuat, oder organlsche SSuren, wie CltronensSure. 

Die erfindungsgemaB zur Kultivierung von Mikroorganismen eingesetzlen Fermentatlonsmedlen 
enthaiten Qblichenweise auch andere Wachstumsfakloren, wie Vltamlne oder Wachstumsfdrde- 
rer. zu denen beisplelsweise Blotin. Riboflavin. Thiamin, FoisSure. Nikotinsaure. Panthothenat 
und Pyridoxin gehSren. Wachstumsfaktoren und Saize stammen hiufig von komplexen Medien- 
komponenten. wie Hefeextrakt, Meiassen. Malsquellwasser und dergleichen. Dem Kuitumiedi- 
um kannen Qberdies geeignete Vorstufen zugesetzt werden. Die genaue Zusammensetzung der 
l\4edlenverblndungen hSngt stark vom jeweiiigen Experiment ab und wird f Qr jeden speziffechen 
Fail indlvidueil entschieden. Infonnation uber die Medienoptimierung ist erhaitlich aus dem Lehr- 
buch "Applied Microbiol. Physiology. A Practical Approach" (Hrsg. P.M. Rhodes, P.P. Stanbury. 
IRL Press (1997) S. 53-73, ISBN 0 19 963577 3). Wachstumsmedien lassen sich auch von 
kommerziellen Anbietern beziehen, wie Standard 1 (Merck) oder BHI (Brain heart infuston. 
DIFCO) und dergleichen. 

Santltehe Medienkomponenten werden, entweder durch HItze (20 min bei 1,5 bar und l2rC) 
Oder durch Sterilfiltratlon, steriiisiert. Die Komponenten konnen entweder zusammen oder noti- 
genfaiis getrennt steriiisiert werden. Samtiiche Medienkomponenten kSnnen zu Beginn der An- 
zucht zugegen sein oder wahlfrel kontinuierlich oder chargenweise hinzugegeben werden. 

Die Temperatur der Kultur llegt nonnalenweise zwischen 15«C und 45''C, vorzugswelse bel 25»C 
bis 40»C und kann wShrend des Experlmentes konstant gehalten oder ver§ndert werden. Der 
pH-Wert des Mediums sollte Im Berelch von 5 bte 8.5, vorzugsweise um 7,0 liegen. Der pH-Wert 
• fQr die Anzucht lasst sich wShrend der Anzucht durch Zugabe von baslschen Verbindungen wie 
Natriumhydroxid. Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw. Ammoniakwasser oder sauren Verbindungen 
wie PhosphorsSure oder Schwefelsaure kontroilieren. Zur Kontrolle der Schaumentwickiung 
konnen Antischaummittel wie z. B. Fettsaurepolyglykolester. eingesetzt werden. Zur Aufrechter- 
haltung der Stabilitat von Plasmlden kSnnen dem Medium geeignete selektiv wirkende Stoffe. 
wie z. B. Antibtotika. hlnzugefQgt werden. Um aerobe Bedlngungen aufrechtzuerhalten, werden 
Sauerstoff oder Sauerstoff haltige Gasmlschungen, wie z. B. Umgebungsluft, In die Kultur einge- 
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tragen. Die Temperatur der Kultur llegt normalenwelse bel 20»C bis 45»C und vorzugswelse bei 
aS'C bis 40''C. Die Kultur wird solange fortgesetzl. bis sich ein Maximum des gewQnschten Pro- 
duirtes gebildet hat. Dieses Zlei wIrd normalero/else Innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden 
errelcht. 

Die so erhaltenen. insbesondere L-Methlonin und/oder L-Lysin enthaitenden. FermentationsbrO- 
hen haben Qblichenweise eine Trocitenmasse von 7,5 bis 25 Gew.-%. 

Vorteilhaft ist auBerdem auch, wenn die Femnentatlon zumindest am Ende, insbesondere jedoch 
Qber mindestens 30% der FermentaHonsdauer zuckerllmitlert gefahren wird. Das heiBt. dass 
wShrend dieser Zeit die Konzentration an venwertbarem Zucker im Fermentatlonsmedium auf S 
0 bis 3 g/l gehaiten, beziehungsweise abgesenkt wird. 

Die FermentationsbrOlie wird anschlleSend welterverarbellet. Je nach Anforderung kann die 
Biomasse ganz Oder teiiwelse durch Separationsmethoden, wle z. B. Zentrlfugatlon, Filtration, 
Dekantleren oder einer Kombinatlon dieser Methoden aus der FermentatlonsbrQhe entfemt oder 
voilstSndig in ihr beiassen werden. 

AnschlieGend kann die FermentationsbrQine mit bekannten Metiioden, wie z. B. mit Hiife eines 
Rotationsverdampfers. Dunnscliichtverdampfers, Faiiflimverdampfers, durch Umkehrosmose, 
Oder durch Nanofiltration, eingedickt beziehungsweise aufkonzentriert werden. Diese aufkon- 
zentrierte FermentatlonsbrQhe kann anschlleBend durch Gefriertrocknung. SprOhtrocknung, 
Spruhgranuialion oder durch andenweitlge Verfahren aufgearbeltet werden. 

Es ist aber auch mogiich die AminosSure weiter aufzureinigen. Hierzu wird die prodiikthaitige 
BrQhe nach dem Abtrennen der Biomasse einer Chromatographie mit einem geeigneten Harz 
unterworfen, wobei das gewQnschte Produkt oder die Verunreinigungen ganz oder teilweise auf 
dem Chromatographieharz zurQckgehalten werden, DIese Chromatographieschritte kSnnen 
nStigenfalls wiederholt werden. wobei die gleichen oder andere Chromalographleharze venwen- 
det werden. Der Fachmann ist In der Auswahl der geeigneten Chromatographieharze und ihrer 
wirksamsten Anwendung bewandert. Das gerelnigte Produkt kann durch FlltratkMi oder Ultrafilt- 
ration konzentriert und bei einer Temperatur aufbewahrt werden, bel der die Stabilltat des Pro- 
duktes maximal Ist. 

Die Identitat und Reinheit der isolierten Verbindung(en) kann durch TeChniken des Standes der 
Technik bestimmt werden. Diese umfassen Hochleistungs-RQsslgkeitschromatographle 
(HPLC). spektroskopische Verfahten, Ffirbeverfahren, DQnnschfchtchromatographle. NIRS. 
Enzymtest oder mikrobtoiogische Tests. DIese Analyseverfahren sind zusammengefasst In: 
Palek et al. (1994) Appl. Environ. Microbiol. 60:133-140; Malakhova et al. (1996) Bio- 
tekhnologlya 11 27-32; und SchmWt et al. (1998) Bioprocess Engineer. 19:67-70. Ulmann's En- 
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cyclopedia of Industrial Chemistry (1996) Bd. A27, VCH: Weinheim. S. 89-90. S. 521-540. S. 
540-547. S. 559-566. 575-581 und S. 581-587; Michal. G (1999) Biochemical Pathways: An 
Atlas of Biochemistry and Molecular Biology. John Wiley and Sons; Fallon. A. et al. (1987) Appli- 
cations of HPLC in Biochemistry in: Laboratory Techniques in Biochemistry and l^oiecular Biol- 
ogy. Bd. 17. 

Die im Verfahren gewonnenen AminosSuren eignen sich als Ausgangsmaterial fOr die Synthese 
von welteren Wertprodukten. Sife konnen beisplelsweise in Kombination mitelnander oder allein 
zur Herstellung von Phamiaka. Nahrungsmittel. TIerfutter oder Kosmetika venwendet werden. 

Die Obertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird wie oben beschrleben als 
Transformation bezelchnet. Es werden dabel die beschriebenen Methoden zur Transformation 
und Regeneration von Pflanzen aus Pflanzengeweben oder Pflanzenzellen zur transienten oder 
stabilen Transformation genutzl. Geeignete Methoden sind die Protoplastentransformation durch 
Pdlyethylenglykol-induzierte DNA-Aufnahme, das biolistische Verfahren mit der Genkanone - 
die sogenannte particle bombardment Methode. die Elektroporation. die Inkubation trockener 
Embryonen in DNA-haltiger Losung, die Mikroinjektlon und der durch Agrobacterlum vermittelte 
Gentransfer. Die genannten Verfahren sind beisplelsweise in B. Jenes et al., Techniques for 
GeneTratisfer. In: Transgenic Plants. Vol. 1. Engineering and Utilization, herausgegeben von 
S.D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993) 128-143 sowie in Potrykus Annu. Rev. Plant 
Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991) 205-225) beschrleben. Vorzugsweise wird das zu exprimie- 
tende Konstrukt in einen Vektor kloniert. der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans- 
fomiieren. beisplelsweise pBin19 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984) 8711). IVlit einem 
solchen Vektor transfonnlerte Agrobakterien konnen dann in bekannter Weise zur Transfonna- 
tion von RIanzen, insbesondere von Kulturpfianzen, wie z.B. von Tabakpflanzen. venwendet 
werden. indem beispielsweise venwundete Blatter oder BlattstQcke In einer AgrobakterienlSsung 
gebadet und anschlleBend in geeigneten Medien kultiviert werden. Die Transfomiation von 
Pflanzen mit Agrobacterium tumefaciens wird beisplelsweise von Hofgen und Willmitzer in Nucl. 
Acid Res. (1988) 16, 9877 beschrieben oder ist unter anderem bekannt aus F.F. White, Vectors 
for Gene Transfer In Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1 , Engineering and Utilization, 
herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu. Academic Press. 1993. S. 15-38. 

FQr die Selektion einer erfolgreichen Einbringung der erfindungsgemtBen NukieinsSuren in ei- 
nen Wirtsorganismus warden vortellhaft Marttergene venwendet. DIese Markergene erm6giichen 
die Identiflzlerung einer erfolgreichen Einbringung der erfindungsgemSBen Nukieinsauren Qber 
ein Reihe verschledener Prinzlpien belsplelsweise Qber eine visuelle Ericennung mit Hllfe von 
FluoiBSzenz. Lumineszenz oder im f Or den Mensch sichtbaren Wellenbereich des Uchtes. Qber 
eine Heriaizid- oder Antibiotikaresistenz, Qber sogenannte nutritive (Auxotrophiemarker) oder 
anti-nutrlMve Marker, Qber Enzymassays oder Qber Phytohormone. Als Belspiele fQr derartige 
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Maker selen hier das GFP (= Green fluorescent Protein); das Luciferln/Luceferacesystem: die p- 
Galactosidase mit ihren farbigen Substraten z.B. X-Qal; die Herbizideresistenzen gegen z.B. 
Imidazollnon. Glyphosal. Phosphothricin oder SuHonylhamstoff; die AntibloHkaresistenzen gegen 
Z.B. Bleomycin. Hygtomycln. Streptomycin. Kanamycln. Tetracyciin. Chloramphenicol. Ampicil- 
5 iln. Gentamycln. Qeneticin (G418). Spectlnomycin oder Blastlddin urn nur einige zu nennen; 
nutritive Marker wie die Mannose- oder Xylosevenvertung oder anti-nutritive IVIarker wie 2- 
Deoxyglukoseresistenz genannt. Diese LIste gibt einen kieinen Ausschnitt m6glicher Marker 
wleder. Dem Fachmann sind derartige Marker wohl bekannt. Je nach Organismus und Selektl- 
onsmethode sind unterschledliche Marker bevorzugt. 

10 Ober die stabile oder translente Integration von NukleinsSuren In Pflanzenzellen 1st bekannt. 
dass je nach verwendetem Expresslonsvektor und venwendeter Transfektfonstechnik nur ein 
klemer Tell der Zellen die fremde DNA aufnimmt und falls gewOnscht in ihr Genom integrlert. Zur 
Identifikatlon und Selektion dieser Integranten wird gewohnlich ein Gen, das einen selektierba- 
ren Marker (z.B. Resistenz gegen Antibiotlka) kodiert, zusammen mit dem Gen von interesse in 
15 die Wirtszellen eingebracht. Bevorzugte selektierbare Marker umfassen in Pflanzen soiche. 
welche Resistenz gegen ein Herbizid. wie Glyphosphat oder Glufosinat, verleihen. Weitere ge- 
eignete Marker sind beispielsweise Marker, welche Gene kodieren, die an Biosynthesewegen 
von zum Beispiel Zuckem oder Aminosauren beteiligt sind. wie B-Qalactodsidase. ura3 oder 
ilv2. Marker, welche Gene, wie Luziferase. gfp oder andere Ruoreszenzgene kodieren, sind 
20 ebenfalls geeignet. Diese Marker lessen sich in Mutanten venvenden. in denen diese Gene nicht 
funktionell sind, da sie beispielsweise mittels herkommltoher Verfahren deletiert worden sind. 
Femer kdnnen Marker, welche eine NukieinsSure kodieren. die einen selektierbaren Marker 
kodiert, In eine WIrtszelle auf dem glefchen Vektor eingebracht werden. wie derjenlge, der f Qr 
die im Verfahren venwendeten Threonin-Aldolasen kodiert. oder konnen auf einem gesonderten 
25 Vektor eingebracht werden. Zellen. die mit der eingebrachten Nukleinsaure stabil transfiziert 
worden sind, kOnnen zum Beispiel durch Selektion identifiziert werden {z.B. Qberleben Zellen, 
die den selektierbaren Marker integriert haben, wohingegen die anderen Zellen absterben). 

Da die Markergene in der Regel spezleli die Antibfotika- und Herblzidresistenzgen in der trans- 
genen WIrtszelle nach erfolgreicher Einbringung der Nukleinsiuren nicht mehr benotigt werden 

30 bzw. unenwOnscht sind. werden im erfindungsgemaBen Verfahren zur Einbringung der Nuklein- 
sauren vorteilhaft Techniken venwendet, die eine Entfernung bzw. Exzision dieser Markergene 
ermdglicht. Eine derartige Methode ist die sogenannte Co-Transfomiation. Bel der Co- 
Transformation werden zur Transfomiation zwei Vektoren gieichzeitig venwendet, wobel ein 
Vektor die erfindungsgemSSen NuklelnsSuren und ein zweiter das oder die Markergene trSgt. 

35 Ein hoher Tell der Transformanten erhSit bzw. enthSit bei Pflanzen (bis zu 40 % der Transfor- 
manten und mehr) belde Vektoren. Durch Kreuzung lessen sich anschlieBend die Markergene 
aus der transformlerten Pflanze entfemen. Eine weitere Methode venwendet Markergene, die in 
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ein Transposon integriert wurden. zur Transformation zusammen mit den gewQnschten Nukleln. 
sauren (sog. AcADs-Technologie). In einigen FSIlen (ca. 10 %) sprlngt das Transposon nach 
erfolgreicher Transformation aus dem Genom der Wirtszelle und geht verloren. In elne welteren 
Anzahl von FSIIen springt das Transposon an elne andere Stella. In diesen Ffilien muss das 
Markergen wieder ausgekteuzt warden. In der Mikrobiologle wurden Techniken entwickelt, die 
elne Detektion derartiger Ereignisse ennoglfcht bzw. erieichtert. Eine weitere vorteilhafte iVIetho- 
de venwendel sogenannte Rekombinationssysteme, die den Vortell haben, dass auf eine Aus- 
kreuzung verzlchtet werden kann. Das bekannteste derartlge System 1st das sogenannte 
Cre/lox-System. Cre1 ist eine Rekombinase, die die Sequenzen, die zwischen der loxP-Sequenz 
liegen. entfernt. Wird das IVIarkergen zwisclien die loxP-Sequenz integriert, so wird es nach 
erfolgreicher Transformation durch Expression der Rekombinase entfernt. Weitere Rekombina- 
sesysteme sind das HIIWIX-. das FLP/FRT- und das REP/STB-System (Trlbble et al.. J.Biol. 
Chem.. 275. 2000: 22255 - 22267; Velmurugan et al.. J. Cell Biol.. 149. 2000: 553 - 566). Auch 
elne gezielte Integration der erfindungsgemfllSen Nukleinsauresequenzen in das Pflanzengenom 
ist prinzipiell mOglich. aber aufgmnd des hohen Arbeltsaufwandes weniger bevorzugt. Diese 
Methoden sInd natQrIich auch bel Mikroorganismen wie Hefen. Pilze oder Bakterien anwendbar. 

Mit einem erfindungsgemaBen Expressionsvektor transformierte Agrobakterien kdnnen eben- 
falis in bekannter Weise zur Transfomiation von Pflanzen wie Testpflanzen wIe Arabklopsis Oder 
Kuiturpf lanzen wie beispielsweise Getreide, Mais. Hafer. Roggen, Gerste, Welzen, Soja. Reis. 
Baumwolie, ZuckerrQbe, Canoia, Sonnenblume. Flachs. Hanf. Kartoffel, Tabak, Tomate, Karot- 
te. Paprika. Raps. Taploka, Mantok, Reliwurz. Tagetes. Alfalfa. Saiat und den verschledenen 
Baum-, NuB- und Weinspezies. Insbesondere von 6l-haltigen Kulturpflanzen, wie Soja, Erd- 
nuB, Rizlnus. Sonnenblume. Mais, Baumwolie. Fiachs. Raps. KokosnuB, Olpalme, FSrbersafior 
(Carthamus tinctorius) oder Kakaobohne venwendet werden, Z.B. indem venwundete Blatter oder 
BlattstQcke in einer Agrobakterienidsung gebadet und anschlieBend in geelgneten Medien kultl- 
viert werden. 

Die genetisch verSnderten Pflanzsnzeilen kSnnen Ober alio dem Fachmann bekannten Metho- 
den regenerlert wenden. Entsprechende Methoden kSnnen den oben genannten Schriften von 
S.D. kung und R. Wu, Potrykus oder Hdfgen und Wlllmltzer entnommen werden. 

IMeben der Transfomiation von somatischen Zelien, weiche dann zu Pflanzen regenerlert wer- 
den mOssen. kSnnen auch Zeilen pfianzllcher Meristeme und Insbesondere soiche Zeilen. die 
slch zu Gamelen entwickein, transfornilerl werden. In diesem Fall fOhren die transfomiierten 
Gameten auf dem Weg der natQrilchen Pflanzenentwicklung zu transgenen Pflanzen. So wer- 
den beispielsweise Samen von Arabidopsis mit Agrobakterien behandelt und von den sich dar- 
aus entwickelnden Pflanzen Samen gewonnen. die dann zu einer bestimmten Rate transfor- 
miert. daher transgen sind ( FeWman, KA und Marks MD (1987). Agratecferfi/m-mediated trans- 
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formation of germinating seeds of Arabidopsis tfialiana: a non tissue culture approach. Mol Gen 
Genet 208:274-289; Feldmann K (1992) T-DNA insertion mutagenesis In ArabWopsIs: seed 
infection transformation. In C Koncz, N-H Chua und J Shell, eds. Methods in Arabidopsis Re- 
search. Word Scientific. Singapore. pp274-289). Alternative Methoden beruhen auf der wieder- 
holten Entfemung der Inf loreszenzen und der Inkubatlon der Schnittsteile im Zentrum der Ros- 
sette mittransformlerten Agrobakterlen. wodurch ebenfalls spater transfonnierte Samen ge- 
wonnen werden kdnnen (Chang, SS. Park SK. Kim. BC, Kang, BJ. KimDU und Nam. HG (1994) 
Stable genetic transfomiation of Arabidopsis thaliana by Agrobacterium inoculation in planta. 
Plant J. 5: 551-558; Katavic. V. Haughn, GW, Reed, D, Martin. M und Kunst. L (1994) In planta 
transformation of Arabidopsis thaliana. Mol Gen Genet, 245: 363-370). Besonders eff izient ist 
jedoch die Methode der Vakuum-lnfiltration mit ihren Abwandlungen wie "Floral dip". Bel der 
Vakuuminfiitration von Arabidopsis werden ganze Pflanzen unter Vakuum mit einer Agorbakterl- 
umsuspenslon behandelt (Bechthold, N. Ellis. J. und Pelletier. G (1993) In planta Agrobacterlum- 
mediated gene transfer by Infiltration of adult Arabidopsis thallna plants. C R Acad Scl Parte Life 
Sd. 316: 1 194-1 199). w§hrend bei der "Floral dlp"-Methode das sich entwickelnde BIQtengewe- 
be In einer mit einem Surfactant versetzten Agrobakteriumsuspension kurzzeitig inkublert wird 
(Clough. SJ und Bent. AF (1998) Ftoral dip: a simple method for >\sfrobacfenum-mediated trans- 
formation of Arabidopsis thaliana. The Plant J. 16. 735-743). in beiden Fallen werden zu einem 
bestlmmten Prozentsatz transgene Samen geemtet, die durch Anzucht unter den bereits be- 
schriebenen selektlven Bedingungen von nicht transgenen Samen unterschieden werden kon- 



nen. 



Ein wetterer Aspekt der Erfindung betrifft deshalb transgene Organismen, transformiert mit we- 
nigstens einer erfindungsgemSBen Nukteinsfiuresequisnz, Expressioriskassette Oder einem 
erflndungsgemaBen Vektor, sowle Zellen, Zellkulturen, Gewebe. Telle - wie zum Beispiel bei 
pflanzllchen Organismen Blatter, Wurzein usw.- Oder Vermehrungsgut abgeleitet von soichen 
Organismen. Die Begriffe "Wirtsorganismus" "Wirtszelle", "rekomblnanter (Wirts)organismus", 
"rekombinante (Wirts)zelle". "transgener (Wins)organismus" und "transgene (Wirts)zelle" wer- 
den hier untereinander austauschbar venwendet. Selbstverstandllch belreffen diese Begriffe 
nicht nur den bestlmmten Wirtsorganismus oder die bestimmte Zielzelle. sondem auch die 
Nachkommen Oder potentiellen Nachkommen dieser Organismen bzw. Zellen. Da In aufeinan- 
derfolgenden Generationen aufgrund von Mutatton oder UmweltelnflQssen bestimmte Modifika- 
tlonen auftreten kSnnen. sind diese Nachkommen nlclit unbedingt mit der Parentaizeile iden- 
tisch, sind jedoch Immer noch vom Umfang des Begriffs. wie hier venwendet, umfasst. 

Ein anderer Aspekt der Erfindung sind die in SEQ ID NO: 3. SEQ ID NO: 4. SEQ ID NO: 5. SEQ 
ID NO: 6. SEQ ID NO: 7. SEQ ID NO: 8. SEQ ID NO: 9 Oder SEQ ID NO: 10 genannten Amlno- 
s&jresequenzen. 
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Diese Erf indung wird durch die nachstehenden Beisplele welter veranschaulicht. die nicht ais 
beschrSnkend aufgefasst werden sollten. Der Inhalt samtllcher in dieser Patentanmeldung zitier- 
ten Literaturstellen, Patentanmeldungen. Patente und verSffentlichten Patentanmeldungen 1st 
hler durch Bezugnahme aufgenommen. 

Beispiele: 

Beispiel 1 : Wonlemng von SEQ ID NO: 1 1n Escherichia coil 

SEQ ID NO: 1 wurde gemSB bel<annter und gut eingefuhrter Verfahren (slehe bspw. Sambrool<, 
J. et al. (1989) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual". Cold Spring Harbor Laboratory Press 
Oder Ausubel, F.M. et al. (1994) "Current Protocols in Molecular Biology". John Wiley & Sons) In 
die Plasmide pBR322 (Sutcliffe. J.G. (1979) Proc. Natl Acad. Scl. USA. 75: 3737-3741); pA- 
CYC177 (Change & Cohen (1978) J. Bacterid. 134: 1141-1156); Plasmide der pBS-Reihe 
(PBSSK+. pBSSK- und andere; Stratagene, LaJolIa. USA) Oder Cosmide, wie SuperCosI 
(Stralagene, LaJoila, USA) Oder Loriste (Gibson, TJ. Rosenthal, A., und Walerson, R.H. (1987) 
Gene 53: 283-286) zur Expression in E. coll kiwiert 

Beispiel 2: DNA-Sequenzderung und Computer-Funktionsanalyse 

Die DNA-Sequenzierung wurde gemSB Stendard-Verfahren, Insbesondere dem Kettenabbruch- 
verfahren mit ABI377-Sequenzlerma8chlnen (s. z.B. Fieischman. R.D. et ai. (1995) "Whole- 
genome Random Sequencing and Assembly of Haemophilus Influenzae Rd.. Science 269; 496- 
512) durchgefOhrt*. 

Beispiel 3: In-vivo-Mutagenese 

In vivo-Mutagenese von Corynebacterium glutamicum kann durchgefQhrt werden, indem eine 
Plasmid- (Oder andere Vektor-) DNA durch E. coli Oder andere Mikroorganismen (z.B. Bacillus 
spp. Oder Hefen, wie Saccharomyces cerevisiae) geleitet wird, die die Integritat ihrer geneti- 
schen Information nicht auf rechterhalten konnen. Obliche MutatorstSmme weisen Mutatkmen In 
den Genen f Qr das DNA-Reparatursystem auf [z.B., mutHLS, mutD, muU, usw., zum Verglelch 
siehe Rupp, W.D. (1996) DNA repair mechanisms In Escherichia coli and Salmonella, S. 2277- 
22dA, ASM: Washingtonl. Diese Stamme sind dem Fachmann bekannt. Die Venwendung dieser 
StSmme ist bspw. in Greener. A. und Callahan. M. (1994) Strategies 7; 32-34 veranschaulicht. 

Beispiel 4: DNA-Transfer zwischen Escherichia coll und Corynebacterium glutamicum 

Mehrere Corynebacterium- und Brevibacterium-Arlen enthalten endogene Plasmide (wie bspw. 
pHM1519 Oder pBLI) die autonom replizleren (fOr einen Oberbllck siehe bspw. Martin. J.F. et ai. 
(1987) Biotechnology 5: 137-146). Shuttle-Vekloren fQr Escherichia coli und Corynebacterium 
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glutamicum lassen sich leicht mittels Standard-Vektoren fOr E. coll konstruieren (Sambrook. J. 
et al., (1989). "Molecular Cloning: A Uboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press 
Oder Ausubel, F.M. et al. (1994) "Current Protocols In Molecular Biology". John Wiley & Sons), 
denen ein Repllkatlonsursprung f Qr und ein geelgneter Marker aus Corynebacterium glutamteum 
beigegeben wird. Solche ReplikationsursprQnge werden vorzugsweise von endogenen Plasmi- 
den entnommen, die aus Corynebacterium- und Brevibactertium-Arten isoliert worden sind. Be- 
sondere Venwendung als Transfomiationsmariter fOr dieso Arten sind Gene fur Kanamycln- 
Resistenz (wie solche, die vom Tn5- oder Tn-903-Transposon stammen) Oder fOr Chloramphe- 
nicol (Winnacker, E.L, (1987) "From Genes to Clones - Introduction to Gene Technology. VCH. 
Weinheim). Es gibt zahlreiche Beisplele in der Literatur zur Herstellung elner groSen Vlelzahl 
von Shuttle-Vektoren, die in E. coli und C. glutamicum repliziert werden. und die fOr verschlede- 
ne Zwecke venwendet werden kSnnen. einschlieBllch Gen-Oberexpresslon (slehe bspw. Yoshl- 
hama, M. et al. (1985) J. Bacteriol. 162: 591-597. Martin. J.F. et al., (1987) Biotechnology. 5: 
137-146 und Elkmanns, B.J. et al. (1992) Gene 102: 93-98). Geignete Vektoren, die in coryne- 
formen Bakterien repllzieren, sind belsplelsweise pZI (Menkei et al.. Appl. Environ. Microbiol., 
64. 1 989: 549 - 554) pEkExl (Elkmanns et al.. Gene 1 02, 1 991 : 93 - 98) oder pHS2-1 (Sonnen 
et al. Gene 107, 1991 : 69 - 74). Diese Vektoren beruhen auf den krytischen Piasmlden 
pHM1519. pBL1 Oder pGAI. Andere Plasm idvektoren wie zum Beispiel solche, die auf pCG4 
(US 4,489,160). pNG2 (Senwold-Davis et al., FEMS Microbiol. Lett., 66, 1990: 119-124) oder 
pAGI (US 5,158,891) beruhen, kSnnen in gleicher Welse venwendet werden. 

Mittels Standard-Verfahren ist es m6glich, ein Gen von Interesse In einen der vorstehend be- 
schriebenen Shuttle-Vektoren zu klonleren und solche Hybrid-Vektoren in Corynebacterium 
glutamteum-Stamme einzubringen. Die Transfonnation von C. glutamicum lasst sich durch Pro- 
toplastentransfomiation (Kastsumata, R. etai., (1984) J. Bacteriol. 159, 306-311), Elektropora- 
tlon (Liebi, E. et ah, (1989) FEMS Microbiol. Letters, 53: 399-303) und in F§llen, bei denen spe- 
zielie Vektoren venwendet werden, auch durch Konjugation erzielen (wie z.B. beschrieben in 
Schafer, A., et (1990) J. Bacteriol. 172: 1663-1666). Es ist ebenfalls m6giich, die Shuttle- 
Vektoren fur C. glutamicum auf E. coli zu Qbertragen, Indem Plasmid-DNA aus C. glutamicum 
(mittels im Fachgebiet bekannter Standard-Verfahren) prSpariert wIrd und in E. ooll transfonrjlert 
wird. Dieser Transfonnatlonsschritt kann mit Standard-Verfahren erfolgen, Jedoch wIrd vorteil- 
haftenwelse ein Mcr-defizlenter E. coli-Stamm venwendet, wie NM522 (Gough & Murray (1983) J. 
Mol. Biol. 166: 1-19). 

Soli vorteiihafenweise die Integration der transformierten Sequenz(en) in das Genom der coryne- 
formen Bakterien erfolgen, so sind auch hlerfOr dem Fachmann Standardtechniken bekannt. 
HIerfQr werden belsplelsweise Plasmldvektoren venwendet, wie sie von Remscheid et al. (Appl. 
Environ. MIcrobtol., 60, 1994: 126-132) zur DuplikaHon bzw. Ampllflkatlon des hom-thrB- 
Operons beschrieben wurden. Bel dieser Methode wIrd das vollstindige Gen in einen Plasmid- 
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vektor klonlert. der in einem Wirt wie E. coli. nicht aber in C. glutamioum repiizieren kann. Ate 
Vektoren kommen beispielsweise pSUP301 (Simon etal.. BtoH-echnology 1. 1983: 784 - 791). 
pKIBmob Oder pK19mob (SchSfer et al.. Gene 145. 1994: 69 - 73). pGEM-T (Promega Corp.. 
Madison. Wl. USA). pCR2.1-TOPO (Schuman. J. Biol. Chem.. 269. 1994: 32678 - 32684. US 
5 5.487.993). pCR®Blunt (Rrma Invttrogen. Gronlngen, Niderlande) oder pEMI (Schrumpf et al.. 
J. Bacteriol., 173. 1991: 4510 - 4516) in Frage. 

Beispiel 5: Bestimmung der Expression des mutanten/lransgenen Proteins 

Die Beobachtungen der Aktivitat eines muHerten bzw. transgenen Proteins in einer transformier- 
ten Wirtszelle beruhen auf der Tatsache, dass das Protein auf Shniiche Weise und in ahnliciier 
10 Menge exprimlert wird wie das Wildtyp-Protein. Bin geeignetes Verfahren zur Bestimmung der 
Transkriptionsmenge des mutanten bzw. transgenen Gens (ein Anzeichen f ilr die mRNA- 
Menge, die fQr die Translation des Genprodukts verfOgbar ist) ist die DurchfOhrung eines Nor- 
thern-Blots (s. bspw. Ausubei et al.. {1988) Current Protocols in Molecular Biology. Wiley: New 
York), wobei ein Primer, der so ausgestaltet ist, dass er an das Gen von Interesse bindet. mit 
1 5 einer nachweisbaren (gewShnlich radioaktlven oder chemilumineszierenden) Marklerung verse- 
hen wird. so dass - wenn die Gesamt-RNA einer Kultur des Organismus extrahiert, auf einem 
Gel aufgetrennt, auf eine stabile Matrix Qbertragen und mit dieser Sonde inkubiert wird - die 
Bindung und die QuantitSt der BIndung der Sonde das Vorilegen und auch die Menge von 
mRNA fOr dieses Gen anzeigt DIese Infomiation ist ein Nachweis fur das AusmaB der 
20 Transkription des Gens. Gesamt-Zell-RNA i§sst sich durch verschiedene Verfahren aus Cory- 
nebacterlum glutamicum isolieren, die im Fachgebiet bekannt sind, wie beschrieben in Bor- 
mann. E.R. et al., (1992) Moi. Microbiol. 6: 317-326. 

Zur Bestimmung des Vorliegens oder der relatlven Menge von Protein, das aus dieser mRNA 
transiallert wird. kdnnen Standard-Technlken. wie Western-Blot, eingesetzt werden (s. bspw. 

25 Ausubei et al. (1988) "Current Protocols In Molecular Biology". Wiley, New York). Bel diesem 
Verfahren werden Gesamt-Zellproteine extrahiert, durch Gelelektrophorese getrennt. auf eine 
Matrix, wie Nitrocellulose, Qbertragen und mit einer Sonde, wie einem Antlkorper, inkubiert, die 
an das gewQnschte Protein spezifisch bindet. Diese Sonde ist gewdhnlich direkt oder indirekt mit 
einer chemilumineszierenden oder koiorimetrlschen Marklerung versehen, die sich lelcht nach- 

30 weisen lasst. Das Vorilegen und die beobachtete Menge an Marklerung zeigt das Vorliegen und 
die Menge des gesuchten Mutantenproteins in der Zelle an. 

Belsplei 6: Wachstum von genetfech verfindertem Corynebacterium glutamicum - Medlen und 
Anzuchtbedingungen 

Genetlsch verSnderte Corynebakterien werden In synthellschen oder natOrlichen Wachstums- 
35 medlen gezQchtet Eine Anzahl unterschiedllcher Wachstumsmedlen fQr Corynebakterien sind 
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bekannt und lelcht erhaitlich (Lieb et al. (1989) Appl. Microbiol. Biotechnoi. 32: 205-210; von der 
Osten et al. (1998) Biotechnology Letters 11: 11-16; Patent DE 4 120 867; Uebl (1992) The 
Genus Corynebaclerlum", in: The Procaryotes, Bd. II. Balows. A., et al., Hrsg. Springer-Verlag). 
Diese Medlen bestehen aus einer oder mehreren Kohlenstoffquellen, Stickstoffquellen, anorga- 
5 nischen Salzen, VKamlnen und Spurenelementen. Bevorzugte Kohlenstoffquellen sind Zucker, 
wie Mono-, Di- Oder Polysaccharide. Sehr gute Kohlenstoffquellen sirid bspw. Glucose, Fructo- 
se. Mannose, Galactose. Ribose. Sorbose, Ribulose, lactose, Maltose, Saccharose, Rafflnose, 
Starke Oder Cellulose. Man kann Zucker auch Qber komplexe Verblndungen, wie Melassen, 
Oder andere Nebenprodukte aus der Zucker-Raffinierung zu den Medien geben. Es kann auch 

10 vorteilhaft sein, Gemische verschiedener Kohlenstoffquellen zuzugeben. Andere mSgliche Koh- 
lenstoffquellen sind Alkohoie und/oder organische SSuren, wie Methanol, Ethanol, EssigsSure 
Oder Milchsaure. Stickstoffquellen sind gewdhnlteh organische oder anorganlsche SHckstoffver- 
bindungen oder Materlalien, die diese Verblndungen enthalten. Belspielhafte Stickstoffquellen 
umfassen Ammoniak-Gas, wSssrige AmmonlaklSsungen oder Ammonlumsaize, wie NH4CI oder 

}i 5 (NH4)2S04, NH4OH, Nitrate, Harnstoff , Amlnos§uren oder komplexe Stkskstoffquellen, wie Mais- 
quellwasser, Sojamehl, Sojaprotein, HefeextraWe, Helschextrakte und andere. Auch Mischun- 
gen der vorgenannten Stickstoffqu^len k5nnen vorteilhaft venwendet werden. 

Anorganlsche Salzverbindungen, die in den Medlen enthalten sein kdnnen, umfassen die Chlo- 
rid-. Phosphor-, oder Sulfatsaize von Cakdum, Magnesium, Natrium, Kobalt, Moiybdfin, Kalium, 

20 Mangan, Zink, Kupfer und Eisen. Cheiatblldner kSnnen zum Medium gegeben werden, urn die 
Metallionen in L5sung zu halten. Besonders geeignete Cheiatblldner umfassen Dihydroxypheno- 
le, wie Catechol oder Protocatechuat oder organische Sauren, wie CitronensSure. Die Medien 
enthalten Qblichenweise auch andere Wachstumsfaktoren, wie Vitamine oder Wachstumsforde- 
rer, zu denen bspw. Biotin, Riboflavin, Thiamin, Folsaure, Nikotins§ure, Panthothenat und Pyri- 

25 doxin gehoren. Wachstumsfaktoren und Saize stammen hSufig von komplexen Medienkompo- 
nenten, wie Hefeextrakt, Melassen, Maisquellwasser und dergleichen. Die genaue Zusammen- 
setzung der Medlenverbindungen hangt stark vom jeweiligen Experiment ab und wird fQr jeden 
Fall indivldueii entschieden. Information Ober die Medlenoptimierung ist beispielswelse erhfiltllch 
aus dem Lehrbuch "Applied Microbiol. Physioktgy, A Pracltoal Approach" (Hrsg. P.M. Rhodes, 

30 P.F. Stanbury, IRL Press (1997) S. 53-73. ISBN 0 19 963577 3). Wachstumsmedlen lessen sich 
audh von kommerzlellen Anbletem bezlehen, wie Standard 1 (Merck) oder BHI (Brain heart Infu- 
sion. DIFCO) und dergleichen. 

Samtiiche Medlenkomponenten sind sterilisiert, entweder durch Hitze (20 min bei 1,5 bar und 
121 "C) Oder durch SteriKiitration. Die Komponenten k6nnen entweder zusammen oder n6tigen- 
35 falls getrennt sterilisiert weiden. SSmtliche Medlenkomponenten kdnnen zu Beginn der Anzucht 
zugegen sein oder wahlfrel kontinuieriidi oder chargenwelse hinzugegeben werden. 
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Die Anzuchtbedingungen werden fOr jedes Experiment gesondert definlert. Die Temperatur soll- 
te zwischen 15°C und 45»C liegen und kann wShrend des Experimentes konstarrt gehalten oder 
verandert werden. Der pH-Wert des Mediums sollte Im Berelch von 5 bis 8.5, vorzugsweise urn 
7.0 liegen, und kann durch Zugabe von Puffem zu den Median aufrechterhalten werden. EIn 
belsplelhafter Puffer f Qr diesen Zweck 1st ein Kallumphosphalpuffer. Synthetlsche Puffer, wie 
MOPS. HEPES: ACES usw., kfinnen altemativ oder glelchzeitig venwendet werden. Der An- 
zucht-pH-Wert ISsst sich wShrend der Anzucht auch durch Zugabe von z.B. NaOH oder NH4OH 
konstant halten. Werden komplexe Medienkomponenten. wie Hefe-Extrakt venwendet, sinkt der 
Bedarf an zusStzlichen Puffem. da viele komplexe Verblndungen eine hohe Pufferkapazitat auf- 
weisen, Belm Einsatz eines Femnenters fQr die Anzucht von Mikroorganismen kann der pH-Wert 
auch mit gasfonnigem Ammoniak reguliert werden. 

Die Inkubationsdauer llegt gewShnlich in einem Bereich von mehreren Stunden bis zu mehreren 
Tagen. Diese Zelt wird so ausgewfihit. dass sich die maximale Menge Produkt in der Fermenta- 
tlonsbrQhe ansammelt. Die offenbarten Wachstumsexperlmente k6nnen in einer Vielzahl von 
BehSltem. wie Mikrotiterplatten, GlasrShrchen, Glaskolben oder Glas- oder Metallfermentem 
unterschiedlicher Gr6l3en durchgefOhrl werden. Zum Screening einer groBen Anzahl von Klonen 
somen die Mikroorganismen in Mikrotiterplatten. Glasrdhrchen oder SchOttelkolben entweder mit 
Oder ohne Schikanen gezQchtet werden. Vorzugsweise werden 100-ml-SchQtleIkolben venwen- 
det, die mit 10% (bezogen auf das Volumen) des erforderllchen Wachstumsmediums gefOllt 
sind! Die Kolben sollten auf einem KreiselschOtller (Amplitude 25 mm) mit einer Geschwindlgkeit 
im Berefch von 100-300 U/min geschOttelt werden. Verdampfungsverluste kSnnen durch Auf- 
rechterhalten einer feuchten AtmosphSre verrlngert werden; altemativ soilte fOr die Verdamp- 
fungsverluste eIne mathematische KonBktur durchgefOhrt werden. 

Werden genetisch modif Izierte Klone untersucht. sollten auch ein unmodiflzlerter Kontrollklon 
Oder ein Kontrolikkjn getestet werden. der das Basisplasmid ohne Insertion entti§!t. Soli eine 
transgene Sequenz ejqjrimlert werden. so sollte vortellhaftenweise auch in diesem Fall ein Kon- 
trollklon mit getestet werden. Das Medium wird vortellhaft auf eine OD600 von 0.5 - 1,5 ango- 
impft. wobei Zelien venwendet werden. die auf Agarplatten gezQchtet wurden, wie CM-Platten 
(10 g/l Glucose, 2,5 g/l NaCI, 2 g/l Harnstoff. 10 g/l Polypepton. 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/i Fleischex- 
trakt, 22 g/l Agar pH-Wert 6,8 mit 2 M NaOH). die bei 30°G inkubiert worden sind. Das Animpfen 
der Medien erfolgt entweder durch Einbringen einer Kochsalzlosung von C. glutamicum-Zellen 
von CM-Platten oder durch Zugabe einer flQssigen Vorkultur dieses Bakteriums. 



Belspiel 7: In-vltro-Analyse der Funktkjn der durch die transfomnlerten Sequenzen codierten 
Proteine 
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Die Bestimmung der Aktivitaten und kinetischen Parameter von Enzymen 1st im Fachgebiet gut 
bekannt. Experimente zur Bestimmung der Aktivitit eines bestimmten verfinderten Enzyms 
mQssen an die spezifische Aktlvitat des Wildtypenzyms angepasst werden, was Innerhalb der 
FShigkelten des Fachmann liegL Uberblfcke Qber Enzyme Im Allgemeinen sowie spezifische 

5 Einzelhelten. die die Slruktur. KInetiken. Prinzlpien. Verfahren. Anwendungen und Beispiele zur 
Bestimmung vieler Enzymaktivltaten betreffen, kdnnen bspw. in den nachstehenden Uteratur- 
steilen gefunden werden: Dixon. M., und Webb, E.C: (1979) Enzymes, Longmans, London; 
Fereht (1985) Enzyme Structure and Meciianism, Freeman, New York; Walsh (1979) Enzymatic 
. Reaction Mechanisms. Freeman, San Francisco; Price, N.C.. Stevens. L. (1982) Fundamentals 

0 of Enzymology. Oxford Univ. Press: Oxford; Boyer, P.D: Hrsg. (1 983) The Enzymes, 3. Aufl. 
Academic Press. New York; Bisswanger. H. (1994) Enzymkinetlk. 2. Aufl. VCH. Weinhelm 
(ISBN 3527300325); Bergmeyer. H.U., Bergmeyer. J.. GraBI, M. Hrsg. (1983-1986) Methods of 
Enzymatic Analysis. 3. Aufl. Bd. I-XII. Veriag Chemie: Welnheim; und Ullmann's Encyclopedia of 
Industrial Chemistry (1987) Bd. A9, 'Enzymes". VCH, Welnheim, S. 352-363. 

15 Belspiel 8: Analyse des Einfiusses der Nukleinsauren auf die Produktion der AminosSuren 

Die WIrkung der genetischen Modifikation In C. glutamlcum auf die Produktion einer Aminosau- 
re kann besHmmt werden, indem die modifizlerten MIkroorganismen unter geelgneten Bedln- 
gungen (wie soichen, die vorstehend beschrleben slnd) gezQchtet werden und das Medium 
und/oder die zellulSren Komponenten auf die erhShte Produktion der Aminosaure untersucht 
20 wird. Solche Analysetechniken slnd dem Fachmann wohlbekannt und umfassen Spektroskopie, 
DQnnschichtchromatographie, Farbeverfahren verschiedener Art, enzymatische und mlkrobiolo- 
gische Verfahren sowie analytische Chromatographie, wie Hochleistungs- 
Flussigkeitschromatographie (s. bspw. Uilman. Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. A2, S. 
89-90 und S. 443-613. VCH: Weinhelm (1985); Fallon, A., et al.. (1987) "Applications of HPLC In 
25 Biochemistry in: Laboratory Techniques In Biochemistry and Molecular Biology, Bd. 17; Rehm 
et al. (1993) Biotechnology, Bd. 3, Kapltel III: "Product recovery and purlflcatton". S. 469-714, 
VCH: Weinhelm; Belter. P.A. et al. (1988) Btoseparatfons: downstream processing for Biotech- 
nology, John Wiley and Sons; Kennedy. J.F. und Cabral. J.M.S. (1992) Recovery processes for 
bk>logteal Materials, John Wiley and Sons; Shaeiwitz, J.A. und Henry. J.D. (1988) Biochemical 
30 Separations, in Ullmann's Encyclopedia of industrial Chemistry, Bd. B3; Kapitei 1 1 . S. 1 -27, 
VCH: Weinhelm; und Dechow. FJ. (1989) Separation and purification techniques in biotechno- 
logy. Noyes Publications). 

Zusatzlich zur Messung des Fermenterttonsendproduktes 1st es ebenfalls mSgllch, andere Kom- 
ponenten der Stoffwechselwege zu analysleren, die zur Produktion der gewQnschten Verbln- 
35 dung ven«fendet weitlen, wie Zwischen- und Nebenprodukte, um die Gesamt-ProduktivitSt des 
Organlsfnus. die Ausbeute und/oder die Effizlenz der Produktion der Verblndung zu bestimmen. 
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Die Analyseverfahren umfassen Messungen der NShrstoffmengen Im Medium (bspw. Zucker, 
Kohlenwasserstoffe. Stickstoffquellen. Phosphat und andere lonen), Messungen der Biomasse- 
zusammensetzung und des Wachstums, Analyse der ProdukUon gew5hnlicher Metabolite aus 
Btosynthesewegen und Messungen von.Gasen, die wShrend der Fennentation eraeugt werden. 
Slandardverfahren f Qr diese Messungen sind in Applied Microbial Physiology: A Practtoai Ap- 
proach. P.M. Rhodes und P.P. Stanbury. Hrsg. IRL Press. S. 103-129; 131-163 und 165-192 
(ISBN: 0199635773) und den darin angegebenen Literalurstellen beschrleben. 

Beisplel 9: Reinigung der AminosSure aus C. giutamicuifn-Kuitur 

Die Gewinnung der Aminosfiure aus C. giutamfcum-Zellen und/oder aus dem Oberstand der 
vorstehend beschrlebenen Kuitur kann durch verschiedene. Im Fachgebiet bekannte Verfahren 
erfolgen. Hierzu wird zunSchst der KulturQberstand gewonnen, dazu werden die Zelien aus der 
Kuitur durch iangsame Zentrifugation geerntet, die Zeiien k6nnen anschlleBend durch Standard- 
Techniken, wie mechanische Kraft oder Uitrabeschaliung, zertrOmmert bzw. lysiert werden. Die 
Zeiltriimmer werden durch Zentrifugation entfernt, und die Oberstandsfraktion, wird zusammen 
mit derri Kuituruberstand zur weiteren Reinigung der Aminosflure genommen. Es kann aber 
auch der Oberatand alleine aufgearbeltet werden. wenn die Konzentratlon der AminosSure aus- 
reichend Im Oberstand enthalten 1st. Die Aminosflure bzw. das AminosSuregemlsch kann dann 
welter Qber beisplelsweise eine Extraktion und/oder Salzfallung oder Qber eine lone- 
naustauschchromatographie welter aufgereinigt werden. 

Fails erforderllch und gewQnscht kdnnen weitere Chromatographieschrltte mlt einem geeigneten 
Harz folgen, wobei die AminosSure entweder auf dem Chromatographieharz zurQckgehalten 
wird, viele Verunreinigungen In der Probe jedoch nfeht, oder wobei die Vemnreinlgungen auf 
dem Harz zurQckbleiben. die Probe mlt dem Produkt (AminosSure) hingegen nicht. Diese 
Chromatographieschrltte kSnnen ndtigenfalls wiederholl werden, wobei die gieichen oder andere 
Chromatographieharze venwendet werden. Der Fachmann ist in der Auswahl der geeigneten 
Chromatographleharze und der wirksamsten Anwendung fQr ein bestimmtes, zu reinigendes 
MoiekOi bewandert. Das gereinigte Produkt kann durch Filtration oder Ultrafiltration konzentriert 
und bel einer Temperatur aufbewahrt werden, bei der die Stabilitat des Produktes maximal ist. 

Im Fachgebiet sind viele Relnigungsverfahren bekannt, die nicht auf das vorhergehende Reinl- 
gungsverfahren eingeschrankt sind. Diese sind bspw. beschrleben In Bailey, J.E. & Oliis, D.F. 
Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill: New York (1986). 

Die Identitat und Reinheit der isolierten Aminosaure kann durch Standard-Technlken des Fach- 
gebiets bestimmt werden. Diese umfassen Hochlelstungs-FlQssigkeitschromatographle (HPLC). 
spekttoskoplsche Verfahren. F&beverfahren, DQnnschlchtchromalographle, NIRS, Enzymtest 
Oder mikroblologlsche Tests. Diese Analyseverfahren sind zusammengefasst In: Patek et al. 
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(1994) Appl. Environ. Microbiol. 60: 133-140; Malakhova et al. (1996) Bfotekhnologlya 11: 27-32; 
und Schmidt et al. (1998) Bioprocess Engineer. 19: 67-70. Ulmann's Encyclopedia of Industrial 
Chemistry (1996) Bd. A27, VCH: Welnheim. S. 89-90. S. 521-540. S. 540-547, S. 559-566. 575- 
581 und S. 581-587; Michal. G (1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Mo- 
5 lecular Biology, John Wiley and Sons; Fallon, A. et al. (1987) Applications of HPLC in Biochem- 
istry in: Laboratory Techniques In Biochemistry and IWIolecular Biology. Bd. 17. 

Beispiel 10: Klonierung der SEQ ID: No 1 fQr die Expression in Pflanzen 

Sowelt nichts anderes angegeben 1st. werden Standardmethoden nach Sambrook et al.. 
Molecular Cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbor 1 989, Cold Spring Harbor 
10 Laboratory Press, verwendet. 

Die PCR-Amplifikation von SEQ ID: Nol erfolgte entsprechend dem Protokoll der Pft/ Turbo 
DNA-Polymerase (Fa. Stratagene). Die Zusammensetzung war wie folgt: 1x PCR-Puffer [20 mM 
TrIs-HCI (pH 8,8). 2 mM MgS04. 10 mM KCI, lOmM (NH4)S04 . 0.1 % Triton X-100. 0.1 mg/ml 
BSA], 0,2 mM d-Thio-dNTP und dNTP (1:125). 100 ng genomische DNA von Saccharomyces 
cerevlslae (Stamm S288C; Fa Research Genetics, Inc.. jetzl Ihvltrogen), 50 pmol forward- 
Primer, 50 pmol reverse-Primer. 2,5 u PfuTutbo DNA Polymerase. Die Ampllflkallonszyklen 
waren wie folgt: 

1 Zyklus fQr 3' bei 95»C. gefolgt von 36 Zyklen jeweils mit V 95»C. 45" 50»C, und 210"72 «C, 
gefolgt von 1 Zyklus fQr 8'bel 72 "C, dann 4 'C . 

20 Folgende Primer-Sequenzen wurden gewShIt fQr das Gen SEQ ID: N0 1 : 

fonivard-Prlmer (SEQ ID NO:1 ) 
5'-GGAATTCCAGCTGACCACCATGACTGAATTCGAATTGCCTCCAA 

reverse-Primer (SEQ ID N0:1) 

5'-GATCCCCGGQAATTGCCATGTCAGTATTTGTAGGTTTTTATTTCGC 
25 

Im AnschluB wurde das Ampllfikat Qber QIAquick-SSulen nach Standardprotokoll (Fa. QIagen) 
gereinigt. 

Die Restriktlon der Vektor-DNA (30 ng) wurde mit Ecoffl und Smal nach dem Standard- 
Protokoll geschnitten. die EcoRI-Schnittstelle nach dem Standard-Protokoll aufgefullt (Fa. MBI- 
30 Fermentas) und durch Zugabe von Hochsalzpuffer gestoppt. Die Relnlgung der geschnittenen 
Vektorfragmente erfolgte Qber Nucleobond-Saulen nach Standardprotokoll (Machery-NageQ. Es 
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wurde ein binarer Vektor verwendet. der zwischen den T-DNA-Bordersequenzen eine Selektl- 
onskassette (Promotor. SelekBonsmarker. Terminator) sowle eine Expresstonstessette mit 
Promotor. Klonlerungskassette und Terminatorsequenz, enthielt. AuBer In der Klonierungskas- 
sette besitzt der binare Vektor kelne EooRI und Smal-Schnittstellen Verwendbare einsetzbare 
binaren Vektoren sind dem Fachmann bekannt und eine Obersfcht Qber binftre Vektoren und 
Ihre Venwendung gibt Hellene, R.. Mulllneaux, P. und Wee H. . 1(2000) " A gukle to Agrobacterl- 
um binary vectors .Trends In Plant Science. Vol 5 No.10. 446^1. Die Klonlerung kann jenach 
verwendetem Vektor auch vorteiihaft Qber andere Restriktlonsenzyme erfolgen. Entsprechende 
vorteiihafte Schnittstellen kdnnen dem ORF durch die Venwendung entsprechender Primer fQr 
die PCR-Amplif ikation angef Qgt werden. 

Es wurden ca. 30 ng prfiparierter Vektor und eine deflnlerte Menge prSparlertes Ampllflkat ge- 
mlscht und durch Zugabe von Llgase Hgiert 

Die Transformation der ligierten Vektoren erfolgte im gleiclien Reaktionsgef&B durch Zugabe 
von kompetenten E. cofrZeilen (Stamm DHSalpha) und Inkubation fQr 20' bei 1 "C, gefolgt von 
einem Hitzeschock fiir 90" bei 42 "C und AbkQhiung auf 4 "C. Dann erfolgte die Zugabe von 
Volimedium (SOC) und eine Inkubation f Or 45' bei 37 "C. Im Anschluss wurde der gesamte An- 
satz auf elner Agarplatte mit Antibtotlka (ausgewShlt. je nach veniwendeten bin§ren Vektor) aus- 
piattiert und Qber Nacht bei 37 "C ihkubierL 

Die erfoigreiche Klonlerung wurde durch eine Amplifikation mit Hilfe von Primern QberprQft, die 
stromaufwSrts und stromabwSrts von der Restriktionsschnittsteile binden und somit die Amplifi- 
kation der insertion ennoglichen. Die Amplifikation erfolgte entsprechend dem Pnstokoll der Tag 
DNA-Polymerase (Fa. Gibco-BRL). Die Zusammensetzung war wie folgt 1x PCR-Puffer [20 mM 
TrIs-HCL (pH 8.4). 1.5 mM MgCIa, 50 mM KCI. 0,2 mM dNTP, 5 pmd f onward-Primer. 5 pmol 
reverse-Primer. 0,^5 u Tag DNA-Polymerase. 

Die Amplifikationszyklen waren wie folgt: 1 Zyklus fQr 5' bei 94 "C. gefolgt von 35 Zyklen Jewells 
mit 15" 94 "C, 15" 66 "C und 5' 72 "C, gefolgt von 1 Zyklus fQr 10' bei 72 "C. dann 4 "C . 

Es wurden mehrere Kolonien QberprQft. wobet nur eine Koionie weltervenwendet wurde. fQr die 
ein PCR-Produkt der enwarteten GroBe detektlert wurde. 

Ein Aliquot dieser positiven Koionie wurde in ein mit Volimedium (LB) befOlites ReaktlonsgefaS 
transferiert und Qber Nacht bei 37 "C inkubiert. Das LB^y/ledlum enthielt fQr die Selektlon des 
Kiones ein Antlbiotikum das je nach venwendeten binaren Vektor und dem darin enthaltenen 
Reslstenzgen ausgewahit wurde. 
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Die Plasmidpraparatlon erfolgte nach den Vorgaben des QIaprep-Standardprotokolls (Fa. Qla- 
gen). 

Beispiel 11: Heretellung von transgenen Pflanzen. die SEQ ID: N0 1 exprimleren 

1 ng der isolierten Plasmid-DNA wurde mittels Elektroporation in Icompetente Zelien von 
Agrobacterium tumefaclens, beisplelsweise des Stamms GV 3101 pl^P90 (Koncz and Schell. 
Mo\. Gen. Gent. 204, 383-396, 1986) transfomiiert. Die Auswalil des Agrobalcterlenstamms, 
hSngt von der Waiil des blnfiren Velctore ab. Eine Obersicht Qber mSgiiche Stfimme und Ihre 
Elgenschatten findet sich in Hellens, R., l^/lullineaux. P. und Klee H. , [(2000) " A guide to 
Agrobacterium binary vectors .Trends in Plant Science. Vol 5 No.10. 446-451. Darauf erfolgte 
die Zugabe von Vollmedium (YEP) und der Transfer in ein neues ReaktionsgefSB fur 3 h bel 28 
»C. Im Anschluss wurde der gesamte Ansatz auf YEP-Agarplatten mit den respektiven 
Antibiotika, bspw. Rlfampicin und Gentamycin fQr GV3101 pMP90, sowie eln weiteres Antibiotika 
f Qr die Selekion auf den binaren Vektor ausplattiert und 48 h bei 28 "C inkubiert. 

Die in den gemSB Beispiel 10 erzeugten Agrobakterien mit dem Plasmldkonstrukt wurden dann 
fQr die Pf ianzentransf onmation verwendet. 

Es wurde mit Hllfe einer Pipettenspitze eine Kolonie von der Agarplatte gepickt und In 3 ml TB 
ly^edium flQssig, das auch entsprechende Antibiotika, je nach Agrobaklerlenstamm und bin§ren 
Plasmid enthielt, aufgenommen. Die Vorkuftur wuchs 48 h bei 28 "C und 120 rpm. 

Zur Hauptkultur wuiden 400 ml LB Medium, das die gleichen Antibiotika wie zuvor enthielt. ver- 
wendet. Die Vorkultur wurde In die Hauptkultur uberfuhrt. Diese wuchs 18 h bei 28 "C und 
120 rpm. Nach dem Zentrifugieren bei 4000 rpm wurde das Pellet in Infiltrationsmedium (MS- 
ly/iedium. 10 % Saccharose) resuspendiert. 

FQr die Anzuoht der Pflanzen fQr die Transformation wurden Schalen (Piki Seat 80, grOn mit 
Slebboden. 30 x 20 x 4,5 cm. Fimia WIesaupiast. Kunststofflechnik, Deutschland) mit einem GS 
90 Substrat (Hnheilserde. Werkverband E.V.. Deutschland) bis zur Halfte gefiillt. Die Schalen 
wurden Qber Nacht mit 0,05 % Previcur Lfisung ( Previcur N, Aventis CropScience) gewasserL 
Arabidopsls thaliana C24 Samen (Nottingham Arabidopsis Stock Centre, UK ; NASC Stock 
N906) wurden auf die Schale gestreut, etwa 1000 Samen je Scheie. Die Schalen wurden mit 
einer Haube abgedeckt und in die Stratifizierung gestellt (8 h. 1 10 ji Mmol/m'^/s"\ 22 -C; 16 h, 
dunkel, 6 "C). Nach 5 Tagen wurden die Schalen in das Kurztag-Phytotron gesteilt ( 8h 130 
pmol/mV\ 22 "C; 16 h, dunkei 20 °C). Hier blieben sie etwa 10 Tage, bis die ersten Laubbiat- 
ter geblldet wurden. 
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Die Keimlinge wurden in T6pfe, die das gleiche Substrat enthieiten. transferiert creku-T6pfe, 10 
cm . Serie LC. Hersteller Pdppelmann GmbH&Co. Deutschland). Es wurden neun Pflanzen in 
einen Topf pikierL Die Tdpfe wutxten dann wieder zum wefteren Wachstum In das Kurzteg- 
Phytotron gestellt. 

Nach 10 Tagen kamen die Pflanzen dann in die GewSchshauskabine (Zusatzbeleuchtung. 16 h. 
340 pE, 22 "C; 8 h, dunkel, 20 "C). Hier wuchsen sie nodi 17 Tage welter. 

FQr die Transformation wurden 6 Wochen atte. gerade blOhende Arabldopsls-Pflanzen fOr 10 
sec In die oben beschriebene Agrobakterien-Suspenslon getauoht. Dieses wurden zuvor mit 
lOpJ Sllwett L77 (Cromptbn S.A.. Osi Specialties, Schwel^ versetzl. Die entsprechende Meth- 
ode 1st beschrleben In Clough und Bent. 1998 (Clough. JC and Bent. AF. 1998 Floral dip: a 
simplified method for /»gro/>acfef/um-medlated transfonnatlon of Aiabldopsls thaliana. Plant J.. 
16:735-743 

AnschlleBend wurden die Pflanzen 18 h in eine feuchte Kammer gelegt. Danach stellte man die 
Topfe zum welteren Wachstum wieder Ins Gewftchshaus. Hier verblieben die Pflanzen noch 10 
Wochen, bis die Samen geemtet werden konnten. 

Je nach fOr die Selektion der transfomiierten Pflanzen venwendetem Reslstenzmarker wurden 
die geernteten Samen im GewSchshaus ausgebracht und der SprOhselektlon untenworfen odor 
aber nach Sterilisation auf Agarplatten mit dem respektlven SelekBonsagens angezogen. Nach 
ca. 10-14 Tagen unterschieden sich die transformlerten resistenten Pflanzen deutllch von den 
abgestorbenen Wlkltypkelmllngen und konnten In 6-cm-T5pfe piklert werden Die Samen der 
transgenen A thaliana Pflanzen wurden Im Gefrlerschrank (bel -20 "C) aufbewahrt. 



Belsplel 12 Anzucht der Pflan»n fOr bloanalyHsche Untersuchungen. 

Urn die transgene Pflanzen bioanalytisch zu untersuchen wurde sle in einer spezieilen Anzucht 
gleichmaUlg kultiviert. Dazu wurde als Bodengemlsch das GS-90 Substrat in der Topfmaschine 
(Ulble System GmbH. Singen. Deutschland) gebracht und In die T6pfe gefQltt. Danach wurden 
35 Tdpfe In elne Scheie zusammengestellt und mit Prevksur behandelL FQr die Behandlung wur- 
den 25 ml Prevlcur In 10 1 Leltungswasser au^enommen. DIese Menge retehte aus, urn ca. 200 
TSpfe zu behandeln. Die Tdpfe wurden In die Prevteur-Losung gestellt und von oben zusfltzllch 
mit Leltungswasser ohne Prevlcur begossen. Die Aussaat fand am glelchen Tag statt. 

FQr die Aussaat wurden die Im KQhlschrank (bel -20 "C) auf bewahrten Samen aus den Eppen- 
dorfrShrchen mit Hilfe elnes Zahnstochers entnommen und in die Topfe mit der Erde QberfQhrt. 
Insgesamt wurden ca. 5-12 Samen In dem Topf mlttig verteilt. 
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Nach der Aussaat wurden die Schalen mit den Topfen mit einer dazu passenden Plastikhaube 
bedeckt und in die Stratlfizierungskammer fOr 4 Tage bei eIner Dunkelheit und 4 "C gestellL Die 
Feuchtlgkeit betrug ca. 80-90 %. Nach der Stratif Izierung wurden die Testpflanzen 22-23 Tage 
bei einem 16 h Licht und 8 h Dunlcelrhylhmus bei 20 "C. eIner Luttfeuchtlgiteit von 60 % und 
einer COa-Konzentratlon von 400 ppm kulUviert Als Liohtquelie dlenten Powerstar HQI-T 250 
W/D Daylight Lampen von Osram, die ein dem Sonnenfarbspeklrum Shnelndes Licht mit einer 
Uchtlntensiffit von 220 nE/m*/s"^ erzeugen. 

Im Alter von 8, 9 und 10 Tagen wurden die Pflanzen der Selektion auf den Reslstenzmarker 
untenworfen. Nach weiteren 3-4 Tagen konnten dann deutllch die transgenen, reslstenten Kelm- 
linge (Pflanzchen Im Vierblattstadlum) von den nicht transformierten PflSnzchen unterschleden 
werden. Die nicht transgenen Kelmllnge waren ausgeblelcht Oder abgestorben. Die transgenen 
reslstenten Pflanzen wurden Im Alter von 14 Tagen vereinzelt. Die am optlmalsten In der Mitte 
des Topfes gewachsenen Pflanzen wurden als Zielpflanze betrachtet Mit Hiife von Metaiipinzet- 
ten wurden alle Obrigen Pflanzen vorsfchtig entfemt und venworfen. 

wahrend des Wachstums wurden die Pflanzen mit destiliiertem Wasser von oben (auf die Erde) 
und von unten in die Aufstellrlnnen gegossen. Im Alter von 23 Tagen wurden dann die gewach- 
senen Pflanzen geemtet 

Beispiel 1 3: Metabollsche Analyse von transfonnlerten Pflanzen 

Die erfindungsgemSB IdentHlzlerten Anderungen In dem Inhalt an beschrlebenen Metabollten 
wurden durch folgendes Verfahren identifiziert 

a) Pibbennahme und Lagemng der Proben 

Die Probenahme fand direkt In der Phytotronkammer statl. Die Pflanzen wurden mit einer klel- 
nen Laborachere abgeschnltten, rasch auf einer L^onwaage gewogen. in eine vorgekOhlte Ex- 
traktionshQIse QberfOhrt und in ein Alumlniumrack das durch FIQssigstickstoff gekQhit ist, ge- 
steckt. Wenn erforderlich. k6nnen die ExtraktionshQIsen bei -80 "C im Gefrierschrank gelagert 
werden. Die Zeit vom Abschneiden der Pflanze bis zum Einfrieren in FIQssigstickstoff betmg 
nteht mehr als 1 0 - 20 s. 

b) Gefriertrocknung 

Es wurele darauf geachtet, dass w^irend des Versuches die Pflanzen bis zum ersten Kontakt 
mit LSsemitteIn entweder in tiefkaltem Zustand blieben (Temperaturen < -40 »C) Oder durch 
Gef riertrocknen vom Wasser befrelt wurden. 
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Das Aluminiumrack mit den Pflanzenproben in den ExtrakdonshQIsen wurde in die vorgel<ahile 
{-40 °C) Gefriertrocltnungsaniage gestellt. Die Anfangstemperatur wShrend der Haupttrocknung 
betrug -35 "C. der Dnjck betrug 0.120 mbar. Wihrend der Trocknung wurden die Parameter 
entsprechend eines Druck- und Temperaturprogrammes ver§ndert. Die Endtemperatur nach 12 
Stunden betrug +30 »C. und der Enddruck lag bei 0,001 bis 0,004 mbar. Nach dem Abschatten 
der Vakuumpumpe und der KSItemascinine wurde das System mit Luft (durdi ein Trockenrohr 
getrocknet) oder Argon belOftet. 

c) Extraktion 

Die ExtraktionshQisen mit dem gefriergetrockneten Pflanzenmaterial wurden unmittelbar nacfi 
der BelQftung des Get riertrocknungsgerStes in die 5-mL-Extraktionskartusclien der ASE uber- 
fQhrt. 

Die 24 Probenposittonen eines ASE-Gerfiles (Accelerated Solvent Extractor ASE 200 mit Sol- 
vent Controller und AutoASE-Software (Firma DIONEX)) wurden mit Pflanzenproben gefOllt. 

Die polaren Substanzen wurden mit ca. 10 mL Methanol/Wasser (80/20, v/v) bei T = 70 "C und 
p = 140 bar, 5 min Auflieizphase, 1 min statisciie Extraktion, extralniert. Die lipopliileren Sub- 
stanzen wurden mit ca. 10 mL iy/letlianol/Diciilormethan (40/60, v/v) bei T = 70 und 
p = 140 bar, 5 min Aufheizpliase, 1 min statisdie Extraktton, extraliiert. BeWe LAsemlttelgemi- 
sche wurden In dasselbe ProbenglSschen ^entrifugenglSser, 50 mL mit Sciiraubkappe und 
durchstechbarem Septum f Qr die ASE (DIONEX)) extraliiert. 

Die Ldsung wurde mit intemen Standards versetzt: Ribitol, L-Glycin-2,2-d2, L-Alanin-2,3,3,3-d4 
und a-!Vletliylg!ucopyranosid und Nonadecans§ure-iy4ethylester, Undecansaure-Metliylester, 
TridecansSure-iVlethylester, Nonacosansaure-Metliylester. 

Der Gesamtextrakt wurde mit 8 mL Wasser versetzt. Der teste RQckstand der Pflanzenprobe 
und die ExtraktionstiQIse wurden verworfen. 

Der Extrakt wurde geschQttelt und dann bei mindestens 1400 g fur 5 bis 10 min zentrifuglert, um 
die Pliasentrennung zu besclileunigen. 1 mL der Qberstehenden IVIethanol/Wasser-Phase fpo- 
lare Pliase", farblos) wurde fOr die weitere GC-Anaiyse abgenommen, 1 mL wurde f Qr die LC- 
Analyse entnommen. Der Rest der Methanol/Wasser-Phase wurde verworfen. 0,5 mL der orga- 
nischen Phase ("Upide Phase", dunkelgrQn) wurde fOr die weitere GC-Analyse entnommen, 
0,5 mL wuiden fOr die LC-Analyse entnommen. Alle entnommenen Aiiquote wurden mit dem IR- 
Dancer Infrarot-Vakuum-Evaporator (Hettich) zur Trockne eingedampft. Die maximale Tempera- 
tur wahrend des Eindampf-Vorgangs Qberschritt dabei nicht 40 "C. Der Driick Im Gerat betrug 
nicht weniger als 10 mt>ar. 
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d) Weiterverarbeitung der Upid-Phase f Qr die LC/MS- oder LC/MS/MS-Analyse 

Der zur Trocknung eingedampfte Upide Exhrakt wurde in Laufmtttel aufgenommen. Der HPLC- 
L^uf wurde mit Gradientenelution durchgefOhrt. 

Der zur Troci<nung eingedamptte polare Extrairt wurde in l^ufmittel aufgenommen. Der HPLC- 
Lauf wurde mit einer Gradientenelution durcligefQIirt. 

e) DerlvatlsierungderUpid-PhasefQrdleGC/MS-Analyse 

Zur Transmethanolyse wurde eine Mischung aus 140 pL Chlorofomi, 37 pL Salzs§ure (37 Gew.- 
% HCi in Wasser), 320 pL Methanol und 20 pL Toluol zu dem eingedampften Extrakt zugefOgt. 
Das Gefas wurde dicht verschlossen und unter SchQtteIn 2 h bel 100 "C ertiitzL AnschlleBend 
wurde die LSsung zur Trockne eingedampft. Der RQcltstemd wurde vollstSndlg getrocknet. 

Die Metinoximierung der Carbonylgruppen erfolgte durch Reaktion mit Metlioxyamin- 
Hydrochiorid (5 mg/mL in Pyridin, 100 pLfQr 1,5 h bei 60 "C im dicht verschlossenen GefSB. 20 
pL einer Losung von ungeradzahligen, geradkettigen FettsSuren wurden ais Zeitstandards zu- 
gesetzt. SchiieBllch wurde mit 100 pL N-Methyl-N-(trimethylsiiyl)-2,2.2-trifluoracetamid (MSTFA) 
fur 30 min bei 60 "C Im wieder dicht verschlossenen GefSB derlvatlslert. Das Endvolumen vor 
der GC-lnjektion war 220 pL 

f) Derivatisieaing der polaren Phase f Qr die GC/MS-Analyse 

Die Methoximierung der Carbon^ruppen erfolgte durch Reaktion mit Methoxyamln- 
Hydrochlorid (5 mg/mL in Pyridin, 50 pL f Qr 1 ,5 h bei 60 »C Im dicht verschlossenen GefaB. 10 
pL einer LOsung von ungeradzahligen, geradkettigen FettsSuren wurden als Zeitstandards zu- 
gesetzl. SchlieBlich wurde mit 50 pL N-Methyl-N-(trlmethylsilyO-2,2,2-trifiuoracetamld (MSTFA) 
fOr 30 min bei 60 "C im wieder dicht verschlossenen GeffiB derlvatlslert. Das Endvolumen vor 
der GC-lnJektion war 1 10 pL 

g) Analyse der verschiedenen Pfianzenproben 

Die Proben wurden in elnzelnen Serien zu jeweils 20 Pfianzenproben (sogenannte Sequenzen) 
gemessen. wobei jede Sequenz mindestens 5 Wildtyppflanzen ais Kontroile enthalt. Die 
Peakfiache oder die Peakhohe jedes Analyten wurde durch die Peakflache des jeweiligen inter- 
nen Standards dividiert. Die Daten wurden auf das fur die Pf ianze eingewogene Frischgewicht 
nonniert Die so berechneten Werte wurden auf die Wildtypkontroiigruppe bezogen, indem sle 
durch den Mittelwert der entsprechenden Daten der Wildtypkontroiigruppe derselben Sequenz 
dividiert wurden. Die erhaltenen Werte wurden als xfache bezeichnet. sind sequenzObergreifend 
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vergleichbar und geben an, wie vielfach sich die Analytkonzentration in der Mutante relativ zur 
Wildtypl<ontrolle unterscheidet. 

Alternative kfinnen die Aminosfiuren vorteilhaft Ober eine HPLC-Auftrennung in ethanolischen 
Extrakten nach Geigenberger et ai. (Plant Cell & Environ, 19, 1996: 43 - 55) nachgewlesen 
werden. 

Die Ergebnisse der verschiedenen Analysen der Pflanzen sind der folgenden Tabelle zu ent- 
nehmen: 



Analyt-Nr 


Anaiyt 


Rallo_by_WT 


Ratlo_by-mefiian 


GC/LC 


10000032 


Methlonin 


3.46-3.58 


3.31-3,4 


LC 


10000034 


Threonin 


0.45-0.15 


0.61-0.15 


LC 


10000006 


Threonin 


0.17-0,16 


0,18-0.16 


GC 


10000008 


Methtonin 


3,31-3.67 


3,5-3,53 


GC 



Spalte 1 der Tabelle gibt die Probennummer wieder. Spalte 2 ist die analysierte AminosSure zu 
entnehmen. Spalte 3 zeigt das Verhaltnis der analyslerten Aminosaure zwischen der trangenen 
Pflanze und dem Wildtyp. Spalte 4 gibt das Verhaltnis der transgenen Pf lanze gegeniiber dem 
Median anderer transgener Pflanzen, die nicht mit dem Tlireonln-Aldolase-Gen transformiert 
wurden, wieder. Spalte 5 gibt die Analysenmetliode wieder. 

Alle Ergebnisse ergaben sIch bel unabhSngiger Wiederholung der Analysen als signlfikant. 
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Verfahren zur Herstellung von Aminosauren 
Zusammenfassung 

Verfahren zur Herstellung von Aminosauron in transgenen Organfemen dadurch gekennzBich- 
nel, dass das Verfahren folgende Schritte umf^t: 

a) Einbringen einer Nukleinsauresequenz, die f Qr ein Threonin-abbauendes Protein codiert, 
Oder 

b) Einbringen einer Nukleinsauresequenz. die den Threoninabbau in den transgenen Orga- 
nismen erhdht und 

c) Expression einer unter (a) oder (b) genannteri Nukleinsauresequenz im transgenen Orga- 
nismus. 

Vortellhaft wird in Verfahrensschritt (a) eine Nukleinsauresequenz ausgewahit aus der Gmppe 

i) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dargesteilten Sequenz; 

ii) einer Nukleinsauresequenz, die aufgrund des degenerierten genetlschen Codes 
durch RiickQbersetzung der in SEQ ID NO: 2 dargesteilten Aminosauresequenz er- 
halten wird und 

lii) eines Derivats der in SEQ ID NO: 1 dargesteilten Nukleinsauresequenz, die fOr Po- 
lypeptWe mIt der in SEQ ID NO: 2 dargesteilten Aminosauresequenz codiert und 
mindestens 50 % Homologle auf AminosSureebene aufweisen, ohne dass die bio- 
loglsche Aktivitat der Polypeptide wesentlich reduziert ist; eingebracht. 
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SEQUEKTZPROTOKOIiIi 



<110> Metanomics GrribH & Co. KGaA 



<120> Verfahren zur Herstellxing von Aminosauren 



<130> 2002_960 

<140> PF54195 
<141> 2002-12-20 

<160> 10 

<170> Patentin Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 1164 
<212> DNA 

<213> Saccharonyces cerevisiae 



20> 
1> CDS 

2> (1) . . (1164) 
3> Threonin- Aldolase 



<400> 1 

atg act gaa ttc gaa ttg cct cca aaa tat ate acc get get aac gac 
Met Thr Glu Phe Glu Leu Pro Pro Lys Tyr lie Thr Ala Ala Asn Asp 
1 5 . 10 . 15 

ttg egg tea gac aca tte aee act cca act gea gag atg atg gag gcc 
Leu Arg Ser Asp Thr Phe Thr Thr Pro Thr Ala Glu Met Met Glu Ala 
,20 25 30 

get tta gag gcc tct ate ggt gac get gte tac ggt gaa gat gtt gac 
Ala Leu Glu Ala Ser He Gly Asp Ala Val Tyr Gly Glu Asp Val Asp 
35 40 45 

acc gtt agg etc gaa cag aee gtt gee egc atg get gge aaa gaa gea 
Thr Val Arg Leu Glu Gin Thr Val Ala Arg Met Ala Gly Lys Glu Ala 



50 55 60 



atg gtg gtt cct gtg gtt cct tec aac ggt gac tac ttg ace ttg gaa 
Met Val Val Pro Val Val Pro Ser Asn Gly Asp Tyr Leu Thr Leu Glu 
115 120 125 

gac ate aag tea cae tac gte cca gac gac ggt gat att cac ggt gcc 
Asp He Lys Ser His Tyr Val Pro Asp Asp Gly Asp He His Gly Ala 
130 135 140 

ccc acc aga ttg att tct ctg gaa aac act tta cac ggt att gtt tat 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



ttg tte tgt gte tct ggg act ttg tee aac cag att gcc ate aga 
y Leu Phe Cys Val Ser Gly Thr Leu Ser Asn Gin He Ala He Arg 
65 70 75 80 

act cac ttg atg caa cct cca tac tct att eta tgt gat tac agg get 
Thr His Leu Met Gin Pro Pro Tyr Ser He Leu Cys Asp Tyr Arg Ala 
85 90 95 

cac gtt tac act cac gaa gcc get gga ctg gcg ate ttg tct caa gcg 336 
His Val Tyr Thr His Glu Ala Ala Gly Leu Ala He Leu Ser Gin Ala 
100 105 110 



384 



432 



480 



1 
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pro Thr Arg I.eu lie Ser Leu Glu Asn Thr Leu His Gly He Val Tyr 
145 150 155 160 

cca ttg gaa gaa ctg gtc cgc ate aaa get tgg tgt atg gaa aat ggt 
Pro Leu Glu Glu Leu Val Arg He Lys Ala Trp Cys Met Glu Asn Gly 
165 170 175 

etc aaa eta cat tgt gae ggt gee aga ate tgg aat gcc get gca caa 
Leu Lys Leu His Cys Asp Gly Ala Arg He Trp Asn Ala Ala Ala Gin 
180 185 190 

tct ggc gtg cea tta aag caa tat ggg gaa ate ttc gae tee ate tee 
ser Gly Val Pro Leu Lys Gin Tyr Gly Glu He Phe Asp Ser He Ser 
195 200 205 

ate tgt eta tec aag tct atg ggt get cct att ggg tec gtc ttg gtt 
He Cys Leu Ser Lys Ser Met Gly Ala Pro He Gly Ser Val Leu Val 
210 215 220 

ggg aac ett aag ttt gtc aag aag gee ace cat tte aga aaa caa caa 720 
y Asn Leu Lys Phe Val Lys Lys Ala Thr His Phe Arg Lys Gin Gin 

230 235 240 



528 



576 



624 



672 



768 



ggt ggt att aga caa tct ggt atg atg get aga atg get ctt gta 
Glv Gly Gly He Arg Gin Ser Gly Met Met Ala Arg Met Ala Leu Val 
245 250 255 

aac ate aac aac gat tgg aag tec caa ttg ctg tac teg cac tct ttg 
Asn He Asn Asn Asp Trp Lys Ser Gin Leu Leu Tyr Ser His Ser Leu 
260 265 270 

get cat gaa tta gcc gaa tat tgt gag gca aag ggc ate ccg eta gag 
Ala His Glu Leu Ala Glu Tyr Cys Glu Ala Lys Gly He Pro Leu Glu 
275 280 285 

tct cca gca gae ace aac ttt gtc ttt att aac ctg aag gcc get aga 
Ser Pro Ala Asp Thr Asn Phe Val Phe He Asn Leu Lys Ala Ala Arg 
290 295 300 

atg gae cca gat gtc ctt gtt aag aag ggt ttg aag tac aac gtt aag 960 
iet Asp Pro Asp Val Leu Val Lys Lys Gly Leu Lys Tyr Asn Val Lys 

310 315 320 



816 



864 



912 



^^et 



1008 



-^wa atg ggt ggt aga gtc teg ttc cac tat caa gtc ace aga gat act 
Leu Met Gly Gly Arg Val Ser Phe His Tyr Gin Val Thr Arg Asp Thr 
325 330 335 

ttg gaa aaa gtc aaa ttg gcc ate tec gag gcc ttc gae tat get aaa 
Leu Glu Lys Val Lys Leu Ala He Ser Glu Ala Phe Asp Tyr Ala Lys 
340 345 350 

gaa cat cct ttc gae tgt aac gga cct acc eag att tac egt agt gaa 
Glu His Pro Phe Asp Cys Asn Gly Pro Thr Gin He Tyr Arg Ser Glu 
355 360 365 

tec acc gag gtc gae gtt gat ggc aac get ate cgc gaa ata aaa ace 1152 
Ser Thr Glu Val Asp Val Asp Gly Asn Ala He Arg Glu He Lys Thr 
370 375 380 



1056 



1104 



tac aaa tac tga 
Tyr Lys Tyr 
385 



1164 



2 
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<210> 2 
<211> 387 
<212> PRT 

<213> Saccharomyces cerevisiae 
<400> 2 

Met Thr Glu Phe Glu Leu Pro Pro Lys Tyr He Thr Ala Ala Asn Asp 
15 10 15 

Leu Arg Ser Asp Thr Phe Thr Thr Pro Thr Ala Glu Met Met Glu Ala 
20 25 30 

Ala Leu Glu Ala Ser He Gly Asp Ala Val Tyr Gly Glu Asp Val Asp 
35 40 45 

Thr Val Arg Leu Glu Gin Thr Val Ala Arg Met Ala Gly Lys Glu Ala 
50 .55 60 

Gly Leu Phe Cys Val Ser Gly Thr Leu Ser Asn Gin He Ala He Arg 

70 75 80 



4l 



His Leu Met Gin Pro Pro Tyr Ser He Leu Cys Asp Tyr Arg Ala 
85 90 95 



His Val Tyr Thr His Glu Ala Ala Gly Leu Ala He Leu Ser Gin Ala 
100 105 110 

Met Val Val Pro Val Val Pro Ser Asn Gly Asp Tyr Leu Thr Leu Glu 
115 120 125 

Asp He Lys Ser His Tyr Val Pro Asp Asp Gly Asp He His Gly Ala 
130 135 140 

Pro Thr Arg Leu He Ser Leu Glu Asn Thr Leu His Gly He Val Tyr 
145 150 155 160 

Pro Leu Glu Glu Leu Val Arg He Lys Ala Trp Cys Met Glu Asn Gly 
165 170 175 



eu Lys Leu His Cys Asp Gly Ala Arg He Trp Asn Ala Ala Ala Gin 
180 185 190 



^r Gly Val Pro Leu Lys Gin Tyr Gly Glu He Phe Asp Ser He Ser 
195 200 . 205 

He Cys Leu Ser Lys Ser Met Gly Ala Pro He Gly Ser Val Leu Val 
210 215 220 

Gly Asn Leu Lys Phe Val Lys Lys Ala Thr His Phe Arg Lys Gin Gin 
225 230 235 240 

Gly Gly Gly He Arg Gin Ser Gly Met Met Ala Arg Met Ala Leu Val 
245 250 255 

Asn He Asn Asn Asp Trp Lys Ser Gin Leu Leu Tyr Ser His Ser Leu 
260 265 270 

Ala His Glu Leu Ala Glu Tyr Cys Glu Ala Lys Gly He Pro Leu Glu 
275 280 285 

Ser Pro Ala Asp Thr Asn Phe Val Phe He Asn Leu Lys Ala Ala Arg 
290 295 300 
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Met Asp Pro Asp Val Leu Val Lys 
305 310 

Leu Met Gly Gly Arg Val Ser Phe 
325 

Leu Glu Lys Val Lys Leu Ala lie 
340 

Glu His Pro Phe Asp Cys Asn Gly 
355 360 

Ser Thr Glu Val Asp Val Asp Gly 
370 375 



Tyr Lys Tyr 
385 



Lys Gly Leu Lys Tyr Asn Val Lys 
315 320 

His Tyr Gin Val Thr Arg Asp Thr 
330 .335 

Ser Glu Ala Phe Asp Tyr Ala Lys 
345 350 

Pro Thr Gin lie Tyr Arg Ser Glu 

365 

Asn Ala lie Arg Glu lie Lys Thr 
380 



io> 3 

1> 376 
2> PRT 
3> Soya 



<400> 3 

Gly Cys Phe Ala Cys Tyr Leu Val Gly Gly Phe Ser Val Gin Glu Lys 
15 10 15 

Met Val Thr Arg He Val Asp Leu Arg Ser Asp Thr Val Thr Lys Pro 
20 25 30 

Thr Glu Ala Met Arg Ala Ala Met Ala Ser Ala Glu Val Asp Asp Asp 
35 40 45 

Val Leu Gly Tyr Asp Pro Thr Ala Phe Arg Leu Glu Thr Glu Met Ala 
50 55 60 

Lys Thr Met Gly Lys Glu Ala Ala Leu Phe Val Pro Ser Gly Thr Met 
65 70 75 80 



• 



Asn Leu Val Ser Val Leu Val His Cys Asp Val Arg Gly Ser Glu 
85 90 95 



Val He Leu Gly Asp Asn Cys His He Asn He Phe Glu Asn Gly Gly 
100 105 110 

He Ala Thr He Gly Gly Val His . Pro Arg Gin Val Lys Asn Asn Asp 
115 120 125 

Asp Gly Thr Met Asp He Asp Leu He Glu Ala Ala He Arg Asp Pro 
130 135 140 

Met Gly Glu Leu Phe Tyr Pro Thr Thr Lys Leu He Cys Leu Glu Asn 
145 150 155 160 

Thr His Ala Asn Ser Gly Gly Arg Cys Leu Ser Val Glu Tyr Thr Asp 
165 170 175 

Arg Val Gly Glu Leu Ala Lys Lys His Gly Leu Lys Leu His He Asp 
180 185 190 

Gly Ala Arg He Phe Asn Ma Ser Val Ala Leu Gly Val Pro Val Asp 
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195 



200 



205 



Arg Leu Val Gin Ala Ala Asp Ser Val Ser Val Cys Leu Ser Lys Gly 
210. 215 220 

lie Gly Ala Pro Val Gly Ser Val lie Val Gly Ser Lys Asn Phe lie 
225 230 235 240 

Ala Lys Ala Arg Arg Leu Arg Lys Thr Leu Gly Gly Gly Met Arg Gin 
245 250 255 

lie Gly Leu Leu Cys Ala Ala Ala Leu Val Ala Leu Gin Glu Asn Val 
260 265 270 

Gly Lys Leu Glu Ser Asp His Lys Lys Ala Arg Leu Leu Ala Asp Gly 
275 280 285 

Leu Asn Glu Val Lys Gly Leu Arg Val Asp Ala Cys Ser Val Glu Thr 
290 295 300 



^^ys 



n Met Val Phe lie Asp lie Glu Glu Gly Thr Lys Thr Arg Ala Glu 

310 315 320 



'3 He Cys Lys Tyr Met Glu Glu Arg Gly He Leu Val Met Gin Glu 
325 330 335 

Ser Ser Ser Arg Met Arg Val Val Leu His His Gin He Ser Ala Ser 
340 345 350 

Asp Val Gin Tyr Ala Leu Ser Cys Phe Gin Gin Ala Leu Ala Val Lys 
355 360 365 

Gly Val Gin Lys Glu Met Gly Asn 
370 375 



<210> 4 
<211> 115 
<212> PRT 
<213> Soya 



m 



,00> 4 

Phe Gly Leu Leu Ala He Leu Leu Glu Tyr Leu Glu Lys Met Val 
15 10 15 



Pro Arg He Val Asp Leu Arg Ser Asp Thr Val Thr Lys Pro Ser Glu 
20 25 30 

Ala Met Arg Ala Ala Met Ala Ser Ala Glu Val Asp Asp Asp Val Leu 
35 40 45 

Gly Arg Asp Pro Ser Cys Phe Arg Leu Glu Thr Glu Met Ala Lys He 
50 55 60 

Leu Gly Lys Glu Gly Ala Leu Phe Val Pro Ser Gly Thr Met Ala Asn 
65 70 75 80 

Leu He Ser Val Leu Val His Cys Asp He 2^g Gly Ser Glu Val He 
85 90 95 



Leu Gly Asp Asn Ser His He His He Tyr Glu Asn Gly Gly He Ala 
100 105 110 



5 
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f 



Thr Leu Gly 
115 



<210> 5 
<211> 127 
<212> PRT 
<213> Soya 

<400> 5 

Lys Thr Leu Xaa Gly Gly Met Arg Gin Val Gly lie Leu Cys Ala Ala 
1 5 10 15 

Ala Leu Val Ala Leu Gin Glu Asn Val Gly Lys Leu Gin Ser Asp His 
20 25 30 

Asn Lys Ala Lys Leu Leu Ala Asp Gly Leu Asn Glu lie Lys Gly Leu 
35 40 45 

Arg Val Asp He Ser Ser Val Glu Thr Asn He lie Tyr Val Glu Val 
50 55 60 

Glu Gly Ser Arg Ala Thr Ala Ala Lys Leu Cys Lys Asp Leu Glu 
70 75 80 

Asp Tyr Gly He Leu Leu Met Pro Met Gly Ser Ser Arg Leu Arg He 
85 90 95 

Val Phe His His Gin He Ser Ala Ser Asp Val Gin Tyr Ala Leu Ser 
100 105 110 

Cys Phe Gin Gin Ala Val Asn Gly Val Arg Asn Glu Asn Gly Asn 
115 120 125 




<210> 6 
<211> 147 
<212> PRT 
<213> Rice 



^^401 



^400> 6 

Arg Arg Phe Arg Ala He Arg Asp Pro Met Gly Glu Leu Phe Tyr 
5 10 15 



Pro Thr Thr Lys Leu He Cys Leu Glu Asn Thr His Ala Asn Ser Gly 
20 25 30 

Gly Arg Cys Leu Ser Val Glu Tyr Thr Asp Arg Val Gly Glu Leu Ala 
35 40 45 

Lys Lys His Gly Leu Lys Leu His He Asp Gly Ala Arg He Phe Asn 
50 55 60 

Ala Ser Val Ala Leu Gly Val Pro Val Asp Arg Leu Val Gin Ala Ala 
65 70 75 80 

Asp ser val Ser Val Cys Leu Ser Lys Gly He Gly Ala Pro Val Gly 
85 90 95 

Ser Val He Val Gly Ser Lys Asn Phe He Ala Lys Ala Arg Arg Leu 
100 105 110 

Arg Lys Thr Leu Gly Gly Gly Met Arg Gin He Gly Leu Leu Cys Ala 

6 
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115 120 125 

Ala Ala Leu Val Ala Leu Gin Glu Asn Val Gly Lys Leu Glu Ser Asp 
130 135 140 

His Lys Lys 
145 



<210> 7 
<211> 169 
<212> PRT 
<213> Rice 

<400> 7 

Gly He Pro Gly Xaa Thr Phe Arg Gly Asp Val Ala Lys Ser His Gly 
15 10 15 

Leu Lys Leu His He Asp Gly Ala Arg He Phe Asn Ala Ser Val Ala 
20 25 . . 30 

Gly val Pro Val His Arg Leu Val Lys Ala Ala Asp Ser Val Ser 
35 40 45 

Val Cys He Ser Lys Gly Leu Gly Ala Pro Val Gly Ser Val He Val 
50 55 60 

Gly Ser Thr Ala Phe He Glu Lys Ala Lys He Leu Thr Lys Thr Leu 
65 70 75 80 

Gly Gly Gly Met Arg Gin Val Gly He Leu Cys Ala Ala Ala Tyr Val 
85 90 95 

Ala Val Arg Asp Thr Val Gly Lys Leu Ala Asp Asp His Arg Arg Ala 
100 105 110 

Lys Val Leu Ala Asp Gly Leu Lys Lys He Lys His Phe Arg Val Asp 
115 120 125 

Thr Thr Ser Val Glu Thr Asn Met Val Phe Phe Asp He Val Asp Ser 
130 135 140 




He Ser Pro Asp Lys Leu Cys Gin Val Leu Glu Gin Arg Asn Val 
5 150 155 160 

Leu Ala Met Pro Ala Gly Ser Lys Arg 
165 



<210> 8 
<211> 362 
<212> PRT 
<213> Canola 

<400> 8 

He Glu He Lys Met Val Met Arg Thr Val Asp Leu Arg Ser Asp Thr 
15 10 15 

Val Thr Arg Pro Thr Asp Ala Met Arg Glu Ala Met Gly Ser Ala Glu 
20 25 30 

Val Asp Asp Asp Val Leu Gly Tyr Asp Pro Thr Ala Arg Arg Leu Glu 
35 40 45 



7 



J 
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Glu Glu He Ala Lys Met Met Gly Lys Glu Ala Ala Leu Phe Val Pro 
50 55 60 

Ser Gly Thr Met Gly Asn Leu He Cys Val Met Val His Cys Asp Val 
65 70 75 80 

Arg Gly Ser Glu Val He Leu Gly Asp Asn Cys His He His Val Tyr 
85 90 95 

Glu Asn Gly Gly He Ser Thr He Gly Gly Val His Pro Lys Thr He 
100 105 110 

Lys Asn Glu Glu Asp Gly Thr Met Asp Leu Gly Ala He Glu Ala Ala 
115 120 125 

He Arg Asp Pro Lys Gly Ser Thr Phe Tyr Pro Ser Thr Arg Leu He 
130 135 140 

Cys Leu Glu Asn Thr His Ala Asn Ser Gly Gly Arg Cys Leu Ser Ala 
5 150 155 160 



Tyr Thr Asp Arg Val Gly Glu He Ala Lys Arg His Gly Leu Lys 
165 170 175 



Leu His He 2^p Gly Ala Arg. Leu Phe Asn Ala Ser He Ala Leu Gly 
180 185 190 

Val Pro Val His Arg Leu Val Gin Ala Ala Asp Ser Val Ser Val Cys 
195 200 205 

Leu Ser Lys Gly Leu Gly Ala Pro He Gly Ser Val Val Val Gly Ser 
210 215 220 

Gin Ser Phe He Glu Lys Ala Lys Thr Leu Arg Lys Thr Leu Gly Gly 
225 230 235 240 

Gly Met Arg Gin He Gly Val Leu Cys Ala Ala Ala Leu Val Ala Leu 

245 250 255 



In Glu Asii Leu Pro Lys Leu Gin Phe Asp His Lys Lys Thr Lys Leu 
260 265 270 



feu Ala Glu Gly Leu Asn Gin Met Lys Gly He Arg Val Asn Val Ala 
275 280 285 

Ala Met Glu Thr Asn Met He Phe Met Asp Met Glu Asp Gly Ser Lys 
290 295 300 

Leu Thr Ala Glu Lys Leu Arg Lys Ser Leu Thr Glu His Gly He Leu 
305 310 315 320 

Val He Pro Glu Asn Ser Thr Arg He Arg Met Val Leu His His Gin 
325 330 335 

He Thr Thr Ser Asp Val His Tyr Thr Leu Ser Cys Leu Gin Gin Ala 
340 345 350 



Val Gin Thr He His Glu Pro Cys Gin Asn 
355 360 



'<210> 9 
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<211> 196 
<212> PRT 
<213> Canola 

<400> 9 

Gly Phe Leu Leu Lys His Lys Tyr lie Tyr Tyr Cys Cys Tyr Leu Phe 
15 10 15 

Glu Ser Lys Ser Asn Asn Phe Leu Phe Ser Val He Lys Met Val Thr 
20 25 30 

Pro Val He Arg Thr Val Asp Leu Arg Ser Asp Thr Val Thr Lys Pro 
35 40 45 

Thr Glu Ser Met Arg Ser Ala Met Ala Asn Ala Glu Val Asp Asp Asp 
50 55 60 

Val Leu Gly Asn Asp Pro Thr Ala Val Leu Leu Glu Arg Glu Val Ala 
65 70 75 80 



^^u 
^^Hy 



u He Ala Gly Lys Glu Ala Ala Met Phe Val Pro Ser Gly Thr Met 
85 90 95 



y Asn Leu He Ser Val Leu Val His Cys Asp Glu Arg Gly Ser Glu 
100 105 110 

Val He Leu Gly Asp Asp Ser His He His He Tyr Glu Asn Gly Gly 
115 120 125 

Val Ser Ser Leu Gly Gly Val His Pro Arg Thr Val Lys Asn Glu Glu 
130 135 140 

Asp Gly Thr Met Glu He Ser Ser He Glu Ala Ala Val Arg Ser Pro 
145 150 155 160 

Thr Gly Asp Leu His Tyr Pro Val Thr Lys Leu He Cys Leu Glu Asn 
165 170 175 

Thr Gin Ala Asn Cys Gly Gly Arg Cys Leu Pro He Glu Tyr He Asp 
180 185 190 



• 



Val Gly Glu 
195 



<210> 10 
<211> 104 
<212> PRT 
<213> Csuiola 

<400> 10 

He Gly He Lys Met Val Met Arg He Val Asp Leu Arg Ser Asp Thr 
15 10 15 

Val Thr Arg Pro Thr Asp Ala Met Arg Glu Ala Met Ala Ser Ala Glu 
20 25 30 

Val Asp Asp Asp Val Leu Gly Tyr Asp Pro Thr Ala Arg Gly Leu Glu 
35 40 45 

Glu Glu Met Ala Lys Met Met Gly Lys Glu Ala Ala Leu Phe Val Pro 
50 55 60 

Ser Gly Thr Met Gly Asn Leu He Cys Val Met Val His Cys Asp Val 

9 
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65 70 75 80 

Arg C51y Ser Glu Val lie Leu Gly Asp Thr Cys His lie His Val Tyr 
85 90 95 

Glu Asn Gly Gly lie Ser Thr lie 
100 
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